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Plant  branching  patterns  depend  mainly  on  the  control  of  axillary 







We  have  analyzed  the  role  of  two  Arabidopsis  genes  encoding  TCP 
transcription  factors,  BRANCHED1  (BRC1)  and  BRANCHED2  (BRC2), 
closely related to Teosinte branched1 (Tb1), a gene which controls axillary bud 
development  in  maize  (Zea  mays).  BRC1  and  BRC2  are  expressed  in 
developing  buds  in  a dynamic pattern. We  show  by mutant  analysis  that 
BRC1 has a predominant  role  in controlling axillary bud development and 
BRC2 has a minor role in this process depending on growth conditions. We 
have  carried  out  double  mutant  and  expression  analyses  to  study  the 
relationships between BRC1 and other genes controlling branching patterns 
and have determined  that BRC1 acts downstream of the MORE AXILLARY 
GROWTH  (MAX)  pathway.  We  have  also  found  that  BRC1  seems  to  be 
controlled  by  this  pathway  through  a  posttranscriptional mechanism. We 
have  also  shown  that  BRC1  transcription  is  affected  by  endogenous  and 
external  signals,  namely  auxins  and  light  conditions. Therefore  BRC1  acts 
inside  the buds  as  an  integrator of  signals  controlling bud outgrowth  and 
translates them into a response of cell growth arrest.  
As  the  response  to  these  signals must  be  located  in  regulatory  regions 
within  the  BRC1  promoter  we  have  tried  to  identify  important  genomic 
regions  responsible  for  the  regulation  of  BRC1.  With  this  aim  we  have 
performed an analysis of the BRC1 promoter. We have found that 1.7 Kb of 
the BRC1 gene promoter contains  the sequences necessary  for axillary bud 




and  TC  repeats  conserved  also  in  monocots.  These  sequences  are  also 
conserved in more distantly related dicot species. The conservation of BRC1 
function  and  regulation  among  distantly  related  species  suggests  that  a 
single ancestral mechanism of branching control  integration evolved before 
the  radiation of  flowering plants. Results obtained  in  this  study have been 
used  as  a  starting  point  to  perform  a  one‐hybrid  screening  to  look  for 
upstream regulators of BRC1.  
We have also carried out a promoter analysis of BRC2 that  indicates  that 
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En  las plantas con  semillas, durante  la embriogénesis,  se establece el eje primario de 
crecimiento  apical‐basal,  generado  por  dos  grupos  de  células  proliferantes,  los 
meristemos  apicales  del  tallo  y  de  la  raíz.  Durante  el  desarrollo  postembrionario,  el 
meristemo apical del tallo produce de forma repetitiva módulos (fitómeros) formados por 
un  nudo,  con  un  órgano  lateral  y  un meristemo  axilar,  y  por  un  entrenudo  (Fig.  1). 
Variaciones en los patrones de desarrollo de cada uno de estos elementos dan lugar a la 
gran diversidad morfológica de las plantas. 
Los meristemos  axilares pueden  ser vegetativos, que dan  lugar  a  ramas y  crecen de 
forma similar al eje primario o principal, o reproductivos, que dan lugar a inflorescencias 
y  flores (Evans y Barton, 1997). En nuestro grupo estamos estudiando el desarrollo de los 
meristemos  axilares  vegetativos.  Este  desarrollo  está  afectado  por  condiciones 
ambientales y endógenas de la planta y está genéticamente controlado en cada especie. El 




















 El  programa  de  desarrollo  de  una  rama  lateral  se  puede  dividir  en  tres  estadios: 






 Los meristemos  axilares  se  forman  en  la  zona  adaxial  de  los  órganos  laterales.  En 
















diferenciadas de  la zona axilar de  las hojas,  sufre un proceso de desdiferenciación que 
lleva a  la formación de células meristemáticas  (hipótesis de  formación de novo o de novo 







desarrolladas, este proceso no ocurre simultáneamente en  todos  los nodos de  la planta. 
En  Arabidopsis,  en  condiciones  de  día  largo  (16  h  de  luz  y  8  h  de  oscuridad),  el 
meristemo  apical  del  tallo  produce  una  roseta  de  12  a  16  hojas  y  luego  empieza  a 
producir meristemos florales. Inmediatamente después de la transición floral empiezan a 
formarse meristemos axilares en sentido basipétalo, primero en las axilas de las hojas más 
cercanas  al  ápice,  y  más  tarde  en  hojas  más  alejadas  (Fig.  2A).  Sin  embargo  en 
condiciones de día corto (8 h de luz y 16 h de oscuridad) la fase vegetativa es mucho más 
prolongada que en día largo y las plantas producen muchas más hojas de roseta antes de 
la  floración. En  este  caso,  se  forman meristemos  en  patrón  acropétalo,  primero  en  las 
hojas de roseta más basales y posteriormente en hojas más cercanas al ápice. Después de 



























hojas de  roseta y por  tanto  tampoco  ramas de  roseta. Asimismo  tras  la  floración no  se 
  de  factores  de 
tr









las  (Li  et al., 2003). La  sobreexpresión de MOC1 produce plantas más  ramificadas y de 
menor estatura que las silvestres, lo que indica que MOC1 también actúa promoviendo la 
iniciación y desarrollo de los meristemos axilares (Li et al., 2003).  






observa  entonces  la  acumulación de  SHOOTMERISTEMLESS  (STM), un  gen necesario 
para el establecimiento y mantenimiento de los meristemos (Barton y Poethig, 1993, Greb 
et al., 2003). Sin  embargo  en  las axilas de  las hojas del mutante  las   no  se observa  esta 
expresión focalizada de STM, lo que sugiere que la expresión de STM, necesaria para la 
organización del meristemo axilar, depende de la función de LAS. Por tanto, LAS parece 




eristemos  axilares  y  ramas  tanto  en  la  fase  vegetativa  como  en  la  reproductiva,  y 
además la mutación afecta al desarrollo de las flores (Schmitz et al., 2002). Blind codifica 




axilares  y  se  expresa  en  la misma  región  que  LAS  pero  en  un  dominio  central más 
reducido. RAX1 especifica un nicho de células madre para  la  formación del meristemo 
axilar. Cercanos  filogenéticamente  a RAX1  están RAX2  (AtMYB38) y RAX3  (AtMYB84, 
Keller  et  al.,  2006;  Muller  et  al.,  2006).  rax2  o  rax3  no  tienen  fenotipo  mutante,  pero 
intensifican el fenotipo de rax1 en los dobles mutantes con éste. Los dobles mutantes rax2 















En el mutante de Arabidopsis  revoluta  (rev),  interfascicular fiberless1  (ifl1), o amphivasal 
vascular  bundle  1  (avb1),  la  producción  de meristemos  laterales  también  está  reducida 
(Talbert et al., 1995; Zhong y Ye, 1999; Zhong et al., 1999; Otsuga et al., 2001; Zhong y Ye, 
2001; Zhong y Ye, 2004). Las axilas de  las hojas  suelen estar vacías, y en  las que no  lo 




florales y en  flores en desarrollo. REV/IFL1 codifica para un  factor de  transcripción del 
grupo HD‐Zip III (Otsuga et al., 2001). 
Durante la formación de los meristemos axilares se requiere la función de LAS para que 
actúe  IFL1,  ya  que  en mutantes  las  no  se detecta  expresión de  IFL1  en  la  zona donde 




Las mutaciones  en genes necesarios para  la  actividad del meristemo  apical del  tallo 
afectan a la formación de todos los meristemos, incluidos los axilares, ya que todos ellos 
tienen  estructura  y  funcionamiento  semejantes.  Sin  embargo  estos mutantes presentan 
fenotipos más pleiotrópicos que  los descritos hasta ahora. De entre estos genes  los que 
tienen un papel más relevante en la formación de meristemos axilares en Arabidopsis son 
los genes CUP‐SHAPED COTYLEDON, CUC2 y CUC3, que  junto  con CUC1  actúan de 
forma  redundante  regulando  la  formación  del  meristemo  apical  del  tallo  y  la 
especificación de la región entre cotiledones durante el desarrollo embrionario (Takada et 
al., 2001; Vroemen  et al., 2003). Los genes CUC  codifican para  factores de  transcripción 
































los  primordios  de  hoja  presentan  tricomas  y  las  yemas  tienen  un  tamaño menor  de 
400μm (Fig. 3C). El estadio vegetativo 3 es un estadio vegetativo tardío, con primordios 
de hoja  expandiéndose y yemas mayores de  400μm  (Fig.  3D). El  estadio  reproductivo 





















































cambios  fisiológicos  internos  en  las  yemas  que  impiden  su  brotación  aún  cuando  las 
condiciones ambientales son favorables. La endodormición se observa principalmente en 
yemas de especies herbáceas o  leñosas plurianuales, en  las que  las yemas  sirven  como 
estructuras de supervivencia. Temperatura y fotoperíodo son los factores inductores de la 
endodormición. Antes de entrar en endodormición  las yemas pasan por un período de 
aclimatación,  que  se  inicia  cuando  las  plantas  perciben  primero  la  variación  en  el 
fotoperíodo  y  posteriormente  las  temperaturas  cada  vez  menores.  Para  salir  de  la 




La  ecodormición  es una dormición de  las yemas  impuesta por  factores  ambientales. 
Puede interrumpirse si dichos factores cambian.   
   a)  Calidad y cantidad de luz 
Clásicamente  se  conoce  el  hecho  de  que  las  plantas  crecidas  a  altas  densidades 
producen  menos  ramas  laterales.  Muchos  trabajos  agronómicos  han  estudiado  este 
aspecto  sobre  todo  en  relación  a  su  efecto  en  el  rendimiento,  por  ejemplo  en  cereales 
(Evers et al., 2006), plantas forrajeras (Casal et al., 1990), textiles (Reta‐Sanchez y Fowler, 





condiciones,  la  radiación  fotosintéticamente  activa  (PAR,  Photosinthetically  Active 
Radiation)  necesaria  para  realizar  la  fotosíntesis  está  reducida.  Las  plantas  detectan  la 
presencia de otras plantas en las proximidades que pueden reducir su exposición a la luz 
mediante  la detección de  la  razón  luz  roja‐luz  roja  lejana  (R:RL). En presencia de otras 
plantas  esta  razón  disminuye  por  la  absorción  de  la  radiación  roja  por  los  pigmentos 
fotosintéticos  de  las  hojas  (Smith  y Whitelam,  1997;  Aphalo  et  al.,  1999).  Los  niveles 
reducidos  de  R:RL  desencadenan  un mecanismo  o  síndrome  conocido  como  huída  o 
intolerancia  a  la  sombra  (shade  avoidance),  por  el  que  las  plantas  inician  una  serie  de 
respuestas de desarrollo para mantenerse  expuestas  a  la  luz. Entre  estas  respuestas  se 
encuentran  la  inhibición  de  su  ramificación  lateral,  la  elongación  de  entrenudos  para 
alcanzar mayor altura, el alargamiento de  los pecíolos,  la orientación de  las hojas hacia 
arriba (hiponastia) y la floración temprana. El principal sensor usado por las plantas para 
captar  los  cambios  en  el  ratio  R:RL  es  el  fitocromo  B  (PHYTOCHROME  B,  PHYB; 
Whitelam  y  Smith,  1991;  Halliday  et  al.,  1994),  mientras  que  el  fitocromo  A 
(PHYTOCHROME A, PHYA; antagoniza su acción (Cerdán et al., 1999).     






campanilla  (Ipomoea nil, Hosokawa  et al.,  1990),  en Coleus  (Cline,  1996) o  en gramíneas 
(White y Mansfield, 1978; Casal et al., 1986; Gautier et al., 1999).  
      b)  Factores nutricionales  
En  general  las  plantas  que  crecen  sin  limitaciones  nutricionales  pueden  desarrollar 
todo  su  potencial  para  producir  semillas.  Gran  parte  de  ese  potencial  depende  del 
desarrollo de las yemas axilares que dan lugar a ramas y flores.  
En  Arabidopis  un  mayor  aporte  de  nutrientes  se  refleja  en  un  mayor  grado  de 











las  crecidas  con un  aporte  adecuado de  agua. Esto  es debido  a que  en  condiciones de 
sequía el meristemo apical actúa como sumidero principal de agua y nutrientes, y sobre 
todo  porque  los  procesos de  elongación  celular  son  inhibidos  en  estas  condiciones de 




Resulta de  la  inhibición de  las yemas  axilares  ejercida por otras partes de  la planta, 
como  los  frutos  o  un  ápice  en  crecimiento.  También  se  la  conoce  como  inhibición 
correlativa.  
   a)  Frutos   
En  algunas  especies  lo  frutos  ejercen  un  control  negativo  sobre  el  desarrollo  de  las 
yemas  axilares. Por  ejemplo  en  ciertas variedades de  judía verde  la  eliminación de  los 
frutos  provoca  el  crecimiento de  las  yemas  inhibidas  (Tamas  et  al.,  1979; Tamas  et  al., 
1981).  Este  efecto  parece  estar  mediado  por  auxinas,  de  las  que  las  semillas  son 
productoras  (Bandurski  y  Schulze,  1977).  De  igual  forma  el  desarrollo  de  los  frutos 
controla la ramificación en Arabidopsis (Hensel et al., 1994). Esto explicaría la observación 
general  de  que  los mutantes  con  fertilidad  reducida  suelen  presentar  un  aspecto más 
arbustivo.   
b)  Dominancia apical   



















Al  decapitar  una  planta  y  eliminar  su  yema  apical,  algunas  de  sus  yemas  axilares 
empiezan a elongar. Si  tras  la decapitación se aplican auxinas a  la zona decapitada,  las 
yemas no se desarrollan. Esto sólo ocurre al aplicar auxinas pero no otras hormonas. Esto 
parece  indicar  que  las  auxinas  median  el  control  de  la  dominancia  apical,  como 
demostraron por primera vez Thimann y Skoog en ensayos de decapitación de plántulas 
de Vicia faba (Thimann y Skoog, 1933).  




y más  estrechas  (Zhao  et al.,  2001). YCC1  codifica para una  flavín monooxigenesa que 
forma parte de  la  ruta dependiente de  triptófano en  la  síntesis de auxinas  (Zhao  et al., 



















el  ápice  intacto de una planta  con  inhibidores del  transporte de  auxinas  como TIBA o 
NPA el efecto producido es  similar al de  la decapitación  (Sorrels  et al., 1978). Según el 
modelo ATA (Auxin Transport Autoinhibition), en plantas intactas el transporte basipétalo 
de  auxinas  en  el  tallo  principal  inhibe  el  transporte  de  las  auxinas  producidas  en  las 
yemas, y puesto que este  transporte es necesario para el desarrollo de  las yemas, estas 
permanecen  inhibidas  (Bangerth  et  al.,  2000).  Al  decapitar  las  plantas,  el  transporte 

















Sin  embargo  el  efecto  de  las  auxinas  en  el  control  de  la  ramificación  parece  ser 
indirecto. Las auxinas se sintetizan en gran cantidad en los primordios de hoja del ápice 




otro  lado  se  ha  observado  que  tras  la  decapitación,  el  nivel  de  auxinas  en  las  yemas 
axilares aumenta ya que las yemas se tranforman a su vez en fuente de auxinas (Thomas, 





Este  segundo  regulador  que  actúa directamente  en  las  yemas  podría  tratarse de  las 









al.,  1993; Nogué  et al., 2000). AMP1  codifica para una glutamato  carboxipeptidasa y  se 
expresa de forma ubicua (Helliwell et al., 2001). De forma similar a amp1 se comporta el 
mutante  de  Arabidopsis  hoc  (high  shoot‐organogenic  capacity),  en  el  que  los  niveles  de 
citoquininas también son más elevados. Estas plantas también tienen más ramas que las 
plantas  silvestres  (Catterou  et al., 2002). El mutante  supershoot  (sps) o bushy‐1  (bus‐1) de 
Arabidopsis  tiene niveles elevados de citoquininas, aunque  también mayor cantidad de 
auxinas  (Reintanz  et al.,  2001; Tantikanjana  et al.,  2001). SPS  codifica para  el  citocromo 
P450 CYP79F1 y actúa en  la  formación de glucosinolatos alifáticos  (Hansen  et al., 2001; 
Reintanz et al., 2001). sps se caracteriza por una sobreproducción de meristemos axilares y 
por la desrepresión de las yemas axilares, de forma que las plantas son más ramificadas 












Asimismo plantas que  sobreexpresan genes de  la  ruta de biosíntesis de  citoquininas 
como Shooting (Sho) de petunia, una línea de ganancia de función en un gen que codifica 














(Johnson  et al., 2006) y DWARF3  (D3) en arroz  (Ishikawa  et al., 2005). Los homólogos a 
MAX3 son RMS5 en guisante (Johnson et al., 2006) y HIGH‐TILLERING DWARF1 (HTD1) 









parte  aérea  de  la  planta,  donde  se  producen  las  yemas  axilares.  Los  portainjertos 
corresponden  a  la  parte  radicular  de  la  planta.  De  esta  forma  se  determinó  en  un 
principio  que  al  poner  injertos  max  sobre  portainjertos  silvestres,  el  fenotipo  de 




MAX3  (AtCCD7)  y MAX4  (AtCCD8)  están  al  principio  de  la  ruta.  Estos  genes  son 
miembros de  las dioxigenasas  involucradas en  la  ruptura oxidativa de  los carotenoides 
que intervienen en la síntesis de ácido abscísico (ABA, Booker et al., 2004). Sin embargo, 







plastidios de  raíces  (Booker  et al., 2004; Sorefan  et al., 2003). Estos genes parecen actuar 
uno  tras  otro:  en  ensayos  bioquímicos  en E.  coli  se  ha probado  que  el producto de  la 
acción de MAX3 es el sustrato de MAX4, que genera a su vez un derivado carotenoide 
que actuaría reprimiendo el desarrollo de las yemas axilares (Schwartz et al., 2004).   
El  siguiente  gen  en  la  ruta  es MAX1,  ya  que  los  portainjertos de max1  suprimen  el 
fenotipo mutante de injertos max3 o max4, ya que la parte radicular (silvestre para MAX3 
y MAX4) ya ha producido el precursor de MAX1. Por el contrario, injertos de max1 sobre 





mientras  que  injertos  de  max3  sobre  portainjertos  de  max2  producen  plantas  con 
ramificación  normal  (Booker  et  al.,  2005). MAX2  codifica  para  una  proteína  con  F‐box 



























Tras decapitar plantas de guisante,  en  las yemas axilares que  se desarrollan  se detecta 
una disminución  en  los niveles de  etileno. Por otro  lado  al aplicar  auxinas  en  la parte 
decapitada los niveles de etileno aumentan (Blake et al., 1983). Sin embargo este aumento 








poco  ramificadas  (Romano  et  al.,  1993).  Sin  embargo  mediante  aproximaciones 
moleculares y de genética  clásica  se han obtenido plantas que  siguen  sobreexpresando 
auxinas pero no etileno, y estas plantas siguen siendo poco ramificadas  (Romano et al., 
1993).  Estudios más  recientes  tampoco  asignan  un  papel  destacado  del  etileno  en  el 
control del desarrollo de  las yemas axilares  (Chatfield  et al., 2000). Por otro  lado, en el 
manejo  de  cultivos  se  suele  usar  el  etefón  (ácido  2‐cloro  etil  fosfónico)  que  libera 
lentamente etileno, para reducir la dominancia apical en frutales y en ornamentales (Dole 




a plantas decapitadas  aumenta  la dominancia  apical  (Jacobs  y Case,  1965;  Scout  et al., 
1967; Okoloko y Lewis, 1968), si bien en otros experimentos similares ocurre lo contrario 
(Phillips, 1969). En  el mutante de  tomate  torosa‐2, donde  el 70% de  las hojas no  tienen 
yemas  (Mapelli y Rocchi,  1985),  la  aplicación de giberelinas  estimula  la producción de 
yemas  laterales (Mapelli y Kinet, 1992). En relación con  los brasinosteroides,  las plantas 
resultantes de  cruzar  el mutante  ramificado  rms2 de guisante  con  el mutante de porte 






Además de  los genes que actúan a distancia para  suprimir  la  ramificación,  como  los 
genes MAX, se han identificado otros que actúan dentro de la yema axilar y que inhiben 
directamente el crecimiento de esta. Nos  referimos a Teosinte branched1  (Tb1) de maíz y 





una conversión de  inflorescencias  femeninas a masculinas  (Doebley  et al., 1995). Tb1  se 
expresa en meristemos axilares pero  también en  los primordios de  los estambres de  las 
flores de la mazorca (Hubbard et al., 2002). En arroz el homólogo de Tb1 es OsTb1 (Hu et 
al.,  2003; Takeda  et al.,  2003). La mutación  en OsTb1,  fine culm1  (fc1),  también produce 
plantas más ramificadas (Figs. 4C, D; Hu et al., 2003; Takeda et al., 2003; Goto et al., 2005). 
OsTb1 se  expresa  en meristemos y yemas axilares,  en  la base del meristemo apical del 
tallo, en tejido vascular del tallo y en la unión de la lámina al tallo (Takeda et al., 2003).  
Durante  la domesticación del maíz  se  seleccionaron  formas  con menos  ramas y más 
rendimiento,  adaptadas  al  cultivo  en  alta  densidad  de  plantación.  Esta  selección  se 
correlaciona  con una  selección de  formas  con  altos niveles de  expresión de Tb1. Estos 







del promotor de Tb1 de  las variedades de maíz actuales  sólo  tiene el 3% del grado de 




(Lukens  y Doebley,  1999).  En  sorgo  se  ha  demostrado  una  realción  entre  SbTB1  y  la 
respuesta de huida de la sombra. En plantas crecidas en alta densidad de plantación los 
niveles de  expresión de SbTb1, homólogo de Tb1,  están más  elevados. También ocurre 
esto en plantas de sorgo mutantes para PHYB, que  tienen una respuesta constitutiva al 


















maíz silvestre tb1 arroz silvestre fc1 




Tb1  pertenece  a  la  familia  de  genes  TCP  específicos  de  plantas,  que  codifican  para 




















PCF2  de  arroz.  Los  PCFs  controlan  la  transcripción  del  gen  PROLIFERATING  CELL 
NUCLEAR ANTIGEN (PCNA),  implicado en  la replicación del DNA y  la progresión del 
ciclo celular (Kosugi y Ohashi, 1997). Un gen muy relacionado en Arabidopsis a los PCFs, 
TCP20,  actúa  en  el  control  del  ciclo  celular  activando directamente  la  expresión  de  la 
ciclina CYCB1;1 y  también activa genes de proteínas  ribosomales  (Tremousaygue  et al., 
2003; Li et al., 2005; Welchen y Gonzalez, 2006). TCP16, el miembro más divergente de la 
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control del desarrollo de  las hojas  (Palatnik et al., 2003; Koyama et al., 2007). La  falta de 
función de TCP2, TCP3, TCP10, TCP24 y sobre todo de TCP4, produce plantas con hojas 
recurvadas. Estos genes están controlados negativamente por un microRNA, mi319 o mir‐
JAW. En  la mutación  jaw‐D miR319 está sobreexpresado, y esto hace que  los niveles de 
expresión de  estos genes TCP  estén muy  reducidos y que  las plantas  tengan  las hojas 
recurvadas (Palatnik et al., 2003). Una mutación en el homólogo de TCP4 de Antirrhinum, 







Respecto  al  grupo CYC/TB1,  en Antirrhinum  el  gen CYCLOIDEA  (CYC)  controla  la 
formación de  flores zigomorfas  junto con su parálogo DICHOTOMA  (DICH;   Luo et al., 
1996; Luo  et al.,  1999). El doble mutante  cyc  dich  tiene  flores  radialmente  simétricas,  a 
diferencia  de  las  plantas  silvestres  cuyas  flores  son  bilateralmente  simétricas.  Ambos 
genes se expresan en la región dorsal de los meristemos florales. Este papel de los genes 
CYCLOIDEA se encuentra también en Leguminosas, familia en la que la mayoría de sus 
grupos  tienen  flores  con  simetría  bilateral.  squared  standard1  (squ1),  que  tiene  una 
mutación en LjCYC2, un homólogo de CYC/DICH en Lotus japonicus, también afecta a la 
simetría bilateral de las flores (Feng et al., 2006).  
En Arabidopsis  los genes del grupo CYC/TB1  son TCP1, TCP18 y TCP12  (Fig.  5). El 
homólogo a CYC en Arabidopsis es TCP1. Aunque esta especie  tiene flores radialmente 
simétricas, TCP1 se expresa de forma transitoria en el dominio dorsal de los meristemos 










axilar,  en meristemos  axilares  (Figs.  6A,  B).  Posteriormente,  en  yemas  vegetativas,  se 
expresan en los primordios de las hojas (Fig. 6C). En yemas axilares florecidas su ARNm 
se detecta en el tejido vascular en desarrollo (Fig. 6D). En yemas que están empezando a 















de una  sección  longitudinal de una  roseta de Arabidopsis que  está  iniciando  la  elongación del  tallo 















    
           
      
 













1.  Identificar  y  caracterizar  en  Arabidopsis  los  homólogos  funcionales  de  Teosinte 
branched1 de maíz.   
 














    
           
      
 









DH5α:  supE44  ∆lacU169  (Φ80  lacZ∆M15)  hsdR17  recA1  endA1  gyrA96  thi‐1  relA1 
(Hanahan, 1983). 









 YTS‐1: MATα,  his3‐200,  ade2‐101,  trp1‐901,  leu2‐3,  112,  gal4Δ, met  –,  gal80Δ, URA3  :  : 
GAL1UAS‐GAL1TATA‐lacZ, MEL1 (Harper et al., 1993). 
 AH109: MATa,  trp1‐901,  leu2‐3, 112, ura3‐52, his3‐200, gal4Δ, gal80Δ, LYS2  :  : GAL1UAS‐











Alelo  Fondo genético  Tipo de mutación  Línea  Fuente 
brc1‐1  Columbia  Inserción de T‐DNA   GABI 471F06  GABI‐Kat 
brc1‐2  Columbia  Inserción de T‐DNA  Salk 091920  Colección Salk 
brc1‐3  Columbia (Big Mama)  EMS  CS90653  TILLING 
brc1‐4  Columbia (Big Mama)  EMS  CS90308  TILLING 
brc1‐5  Columbia  Inserción de T‐DNA  GABI 659E10  GABI‐Kat 
brc1 RNAi  Columbia  RNAi    Nuestro laboratorio 
brc2‐1  Columbia  Inserción de T‐DNA  Salk 023116  Colección Salk 
brc2 RNAi  Columbia  RNAi    Nuestro laboratorio 
 
Utilizamos plantas de  los ecotipos de Arabidopsis  thaliana  (Heynh.) Columbia  (Col‐0), 
Landsberg erecta (Ler), C‐24, Llagostera (Ll‐0), Shahkdara (Sha) y Wassilewskija (Ws) (los 
cuatro últimos proporcionados por C. Alonso (CNB‐CSIC). 

















































Los  cebadores  usados  en  este  trabajo  se muestran  en  el Anexo  I  (Tabla  2)  y  fueron 





ADNc  obtenida  a  partir  de  ARNs  poliA+  de  plantas  de  Arabidopsis  thaliana  ecotipo 
Columbia de diferentes estadios de desarrollo. Los ADNc se obtuvieron utilizando dos 
tipos de cebadores, oligo dT y cebadores aleatorios, por tanto hay dos tipos de genotecas. 



















Los  cultivos  bacterianos  se  crecieron  en medio  LB  (Lennox,  1955).  Para  los medios 
sólidos se utilizó LB con agar al 1.5%. Las concentraciones de  los antibióticos selectivos 
utilizados  fueron  ampicilina  (100  μg/ml),  kanamicina  (50  μg/ml),  higromicina  B  (40 
μg/ml),  gentamicina  (50  μg/ml)  y  rifampicina  (50  μg/ml).  Todos  los  antibióticos  se 
obtuvieron de Duchefa (http://www.duchefa.com/). Las cepas de E. coli crecieron a 37°C y 






La  preparación  del  YSD  y  del  YPAD,  así  como  las  concentraciones  stock  de  los 
aminoácidos  selectivos  utilizados  se  encuentra  en  Yeast  Protocols  Handbook  (Clontech, 





para  sincronizar  la  germinación.  Las  plantas  de  Arabidopsis  se  crecieron  in  vitro 
(temperatura de 22°C, fotoperíodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad, humedad del 34%); 
en  cámara  climatizada  o  en  invernadero  (en  torno  a  22°C  y  16  h  de  luz,  naturales  o 
suplementadas  con  luz  incandescente).  Las  plantas  de  patata,  tomate  o  Nicotiana 






Para  las  plantas  crecidas  in  vitro  se  utilizaron  las  mismas  condiciones  de  luz, 







primarias  (RI)  y  secundarias  (RII)  (Fig.  12A). No  se  consideraron mayores  grados  de 




Plantas  silvestres  y mutantes  brc  se  crecieron  hasta  el  inicio  de  la  elongación  de  la 







agua.  Para  el  experimento  de  cuantificación  del ARNm  se  crecieron  plantas  silvestres 











Las  células  competentes  para  transformación  se  obtuvieron  por  el método  de  RbCl 
(Hanahan, 1983) y las electrocompetentes, según Dower et al., 1988. Las transformaciones 


























Para  identificar  individuos  T1  transgénicos,  las  semillas  obtenidas  se  sembraron  en 






invernadero hasta  obtener  semillas. Para  identificar  líneas  transgénicas  con una única 
inserción  se  seleccionaron  aquellos  individuos  T1  cuya  progenie  T2  segregaba  en 
proporción  3:1 plantas  resistentes:sensibles  en placas  con  el  antibiótico  adecuado. Los 






La  transformación  de  tomate  se  realizó  según  McCormick  et  al.  (1986)  con 
modificaciones.  Se  germinaron  semillas  de  tomate  durante  8‐10  días  en medio  estéril 












agar, kanamicina  (50  μg/ml),  cefotaxime  (250  μg/ml) y  zeatina  (1  μg/ml). A  la  semana 
siguiente  se  redujo  la  concentración  de  zeatina  hasta  0.5  μg/ml.  Los  brotes  que 

















apical  funcional se cortaron y separaron de  la parte callosa,  traspasándose a  tarros con 

















ambiente. A  cada muestra  se  le  añadió  200  μl de  solución de  lisis  para  levadura  [2% 
Triton  X‐100,  1%  SDS,  100  mM  NaCl,  10  mM  Tris  pH  8.0,  1mM  EDTA],  200  μl  de 
cloroformo‐fenol  frío  y  ~0.3  g  de  perlitas  de  vidrio  (Sigma  G‐8772).  Las  mezclas  se 
vortexearon 2’ y se centrifugaron 5´ a 14000 rpm a temperatura ambiente. Se recuperó el 
sobrenadante  al  que  se  le  añadió  20  μl  de  3M NaAc  y  500  μl  de  etanol  absoluto.  Se 
centrifugó 15´ a 14000 rpm y al sobrenadante obtenido se le añadió 500 μl de etanol 70%. 










Para  la  amplificación  de  fragmentos  de  ADN  mediante  PCR  se  utilizaron  las 
polimerasas  termoestables  Taq  DNA  polymerase  y  AmpliTaqGold™  de  Roche 
(http://www.roche‐applied‐science.com/). Para amplificar fragmentos de ADN de forma 
fidedigna se usó Pwo DNA Polymerase (Roche).     




























brc1‐1  BRC1ATG;TCP18EX1/GABI1;TCP18EX1  0.65/0.75     
brc1‐2  TCP18W;TCP18FINAL/LB‐1;TCP18FINAL  1/0.6     
brc1‐3  TCP18A;TCP18Z  1  AflIII: 25,119/144   
brc1‐4  TCP18A;TCP18Z  1  MboI: 956/495,461   
brc1‐5  TCP18W;TCP18FINAL/GABI1;TCP18B  1/0.6     
brc2‐1  TCP12 5´;TCP12 3´/LB‐1;TCP12 3´  1/0.6     
max1‐1  max1F;max1R  0.125/  AluI:  /89,36   (Stirnberg et al. 2002) 












Las  secuencias  reguladoras  en  5´ de BRC1  en  ecotipos de Arabidopsis  se  aislaron por 
PCR usando  los  cebadores PromD y TCP18C. En  el  caso de  las  especies Arabidopsis  se 
obtuvieron las secuencias reguladoras en 5´ de BRC1 utilizando los cebadores  Brc1‐K‐5´ y 






de  los  pecíolos,  la  raíz  y  el  tallo  principal dejando  intactas  las  yemas.  Se  realizaron  3 
réplicas biológicas de 5 a 10 rosetas de las que se extrajo ARN.  
Para  las  reacciones  se  utilizó  1μg  de  ARN.  Los  ADNc  se  generaron  con  FastStart 
Taqman® Probe Master‐Rox (Roche). Los cebadores y las sondas Taqman® se eligieron de 
acuerdo  con Universal ProbeLibrary  for Arabidopsis de Roche  (http://www.roche‐applied‐
science.com/sis/rtpcr/upl/adc.jsp). Las sondas Taqman® empleadas se indican en la Tabla 
4.  Las  reacciones  de  qRT‐PCR  se  hicieron  en  7300  Realtime  PCR  System  (Applied 



































mitad  de  las  plantas  se  mantuvieron  en  las  mismas  condiciones  y  la  otra  mitad  se 
transfirió  a  una  cámara  con  910  luxes de  intensidad de  luz. A  las  24  h  se  procedió  a 

















se  realizó  un  ensayo  de  autoactivación:  se  crecieron  en medio  selectivo  con  distintas 
concentraciones  de  3‐AT  (Sigma  A‐8056).  La  genoteca  normalizada  de  ADNc  de 
Arabidopsis  (Aptdo.  1.6)  está  integrada  en  el plásmido pGADT7  en  la  cepa AH109.  Se 
realizó una conjugación entre esta cepa y  la Y187 transformada. Para ello se creció esta 









40  rpm, 30°C y 16 h. El  cultivo  se  centrifugó a 2000  rpm, 20´ y 21°C. El  sedimento  se 
resuspendió en YPAD:0.09% NaCl y se sembró en placas Petri de 150 mm de diámetro 
con medio YSD‐his‐leu  y  con  la  concentración  de  3‐AT determinada  en  el  ensayo  de 
autoactivación.  Las  placas  se  pusieron  a  30°C  5‐6  días.  Las  colonias  obtenidas  se 
resembraron  en  placas  YSD‐his‐leu+3‐AT.  De  las  estrías  resistentes  se  extrajeron  los 






Los  archivos  de  secuenciación  se  manejaron  inicialmente  con  ChromasPro  
(http://www.technelysium.com.au/ Chromas Pro.html).  
El  análisis  de  secuencias  se  realizó  con  el  paquete  Lasergene  de  DNASTAR 
(http://www.dnastar.com/products/lasergene.php).  
En el manejo de secuencias se usaron  las aplicaciones disponibles en el NCBI  (http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/)  y  en  SEQUEROMETM  (http://www.sequerome.georgetown.edu 
/sequerome/). 





programs/promoter/nsitep.pl)  y  PATCH  (http://www.gene‐regulation.com/cgi‐bin/pub 
/programs/patch/bin/patch.cgi). Se consultó la base de datos de factores de transcripción 
de plantas PlantTFDB (http://plntfdb.bio.uni‐potsdam.de/v1.0/). 




















    
           
      
 








BRC1 y BRC2 codifican para posibles  factores de  transcripción, por  tanto es probable 





de  hojas  de  Nicotiana  benthamiana  mediante  agroinfiltración  y  observamos  que  las 
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una hoja de Nicotiana benthamiana  agroinfiltrada  con  la  construcción p35S::GFP::BRC1. B) Localización de 
GFP en  la hoja mostrada en A. C) Superposición de  las imágenes de A y B. D) Imagen en campo claro de 
una célula de raíz de Arabidopsis portadora de la construcción p35S::GFP::BRC1. E) Localización de GFP en 
















una  tasa  de  desarrollo  más  lenta  que  la  de  las  plantas  silvestres,  con  rosetas  más 
pequeñas, menor  número de  hojas,  plantas de menor  altura  y  con  fertilidad  reducida 




estas  construcciones  transformamos  Arabidopsis  pero  ninguna  de  las  semillas 






















portadoras  de  la  construcción  p35S::GFP::BRC1;  centro,  planta  silvestre.  Las  plantas  han  sido  crecidas 
durante 40 días  en  las mismas  condiciones. B‐C) Detalle de  las plantas  transgénicas. D)  Imagen bajo  luz 





Para determinar  la  función de  los genes BRC1 y BRC2  identificamos  líneas mutantes 










conservados  del  dominio  TCP.  También  estudiamos  líneas  de  RNAi  generadas  en  el 
laboratorio. Para BRC2 estudiamos el mutante brc2‐1 que tiene una inserción de T‐DNA 
























h  de  luz  y  8  h  de  oscuridad)  y  comparamos  sus  patrones  de  ramificación  3  semanas 
después de  la aparición del botón floral (Figs. 10 y 11). Observamos que  las mutaciones 




significativamente mayor en  todos  los mutantes brc1 que en  las plantas silvestres  (Figs. 
11D, E) excepto en el mutante puntual  brc1‐4. Los mutantes brc2 no  tienen un número 
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de una planta de Arabidopsis ya  florecida, en el que  se  representan  las  ramas  caulinares primarias  (CI), 
caulinares  secundarias  (CII),  de  roseta  primarias  (RI)  y  de  roseta  secundarias  (RII).  Flechas,  puntos  de 










Al  crecer  los mutantes en  condiciones de día  corto  (8 h de  luz y 16 h de oscuridad) 
observamos que durante el desarrollo vegetativo de  la planta  las yemas axilares de  los 
mutantes brc1‐2 están mucho más desarrolladas que las de las plantas silvestres y que los 
mutantes brc2‐1 también presentan este fenotipo (Fig. 12). Esto indica que en condiciones 




Para  estudiar  la  posible  existencia  de  una  regulación  cruzada  entre  BRC1  y  BRC2, 
































































































































Generamos  dobles  mutantes  brc1‐2  las‐4  (Fig.  14A)  y  brc1‐1  ifl1‐1  (Fig.  14B)  y 
cuantificamos el número de  ramas RI, que es el  carácter más afectado en  los mutantes 
brc1 (Fig. 11).  
Los dobles mutantes brc1‐2 las‐4 tienen un número de ramas RI similar al de las‐4 (Fig. 


















































































































































































































































































































































































































































































apical  realizamos  un  ensayo  de  decapitación.  Para  ello  crecimos  plantas  silvestres  y 
mutantes  hasta  la  elongación  de  la  inflorescencia  principal  y  entonces  decapitamos  la 
mitad de  ellas. Diez días después,  cuantificamos  el  número de  ramas RI de  todas  las 
plantas  (Fig.  16).  Las  plantas  silvestres  responden  a  la  decapitación  produciendo más 








































































































































































































los parentales. El doble mutante produce  casi  tantas  ramas RI  como  el mutante  brc1‐1 
(Fig.  18A),  lo que  sugiere que BRC1 podría  ser necesario para mediar  el  control de  la 
dominancia apical inducido por auxinas.  
Además  determinamos  los  niveles  de  BRC1  y  de  BRC2  en  el  mutante  ycc1  y 





















































































































Figura  18.  A) Número  de  ramas  RI  en  plantas  silvestres,  ycc1,  brc1‐1  y  ycc1  brc1‐1.  n=15‐20.  B) 









  1.5.2.  Relación de BRC1 con las citoquininas             
Las citoquininas tienen una función antagónica a la de BRC1: promueven la iniciación y 
el desarrollo de  los meristemos axilares, el crecimiento de  las yemas y  la elongación de 
ramas  (Cline,  1991).  Para  estudiar  la  relación  de  BRC1  con  esta  hormona  realizamos 
ensayos de respuesta de BRC1 a la aplicación de citoquininas (Fig. 19). Pulverizamos con 
zeatina yemas axilares de plantas que estaban iniciando la elongación de la inflorescencia 
principal y determinamos  los niveles de ARNm de BRC1 y BRC2  a  las  6 y  a  las  24 h 
posteriores  a  la  aplicación. No  observamos  diferencias  significativas  en  los  niveles  de 








































2000).  Un  fenotipo  asociado  a  estos  altos  niveles  de  citoquininas  es  un  exceso  de 



















































































































































































perciben  disminuye.  Esto  desencadena  una  respuesta  de  huída  de  la  sombra,  una  de 
cuyas características es la inhibición de las yemas laterales y supresión de la ramificación. 
Este  mismo  tipo  de  respuesta  se  observa  en  plantas  crecidas  a  baja  densidad 
suplementadas con luz infrarroja (Smith y Whitelam, 1977).  
Para  estudiar  el  posible  papel  de  BRC1  y  BRC2  en  esta  respuesta,  crecimos  plantas 
silvestres  y  mutantes  brc  en  distintas  densidades  de  plantación  y  determinamos  sus 
patrones  de  ramificación  (Fig.  21).  En  general  tanto  las  plantas  silvestres  como  las 
mutantes  desarrollan menos  ramas  laterales  a mayores  densidades  de  plantación.  Sin 
embargo en mutantes brc1‐2 la respuesta es menor que en plantas silvestres. Por ejemplo, 
en plantas silvestres la reducción en el número de ramas RI a densidad de 4 plantas por 
alvéolo  respecto a  la densidad control es del 71.8%  (Fig. 21A). En brc1‐2 esta  reducción 
sólo es del 27.1%. Además, mientras que en las plantas silvestres crecidas a densidades de 
9 o 16 plantas por alvéolo no elonga ninguna  rama RI, en plantas brc1‐2 se  forman 1‐2 
ramas  en  estas  condiciones y no hay una  respuesta diferente  en  estas dos densidades. 
Esto  indica  que  los mutantes  brc1  son  parcialmente  insensibles  al  crecimiento  a  alta 




condiciones:  densidad  baja  (1  planta/alvéolo)  y  densidad  alta  (9  plantas/alvéolo).  Se 
encontró  que  BRC1  pero  no  BRC2  estaba  sobreexpresado  en  plantas  crecidas  a  alta 






silvestres durante 10 h  en  condiciones de bajo  ratio R:RL  (0.10) y otras  en  condiciones 
control y determinamos  los niveles de expresión de BRC1 (Fig. 22). Observamos que en 
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En  plantas  las  variaciones  en  la  razón  R:RL  son  detectadas  por  los  fitocromos.  En 
Arabidopsis  PHYB  tiene  un  papel  central  en  esta detección  (Whitelam y Smith, 1991),  
mientras  que  PHYA  parece  antagonizar  su  función  (Franklin  y  Whitelam,  2005). 
Estudiamos si los niveles de expresión de BRC1 estaban afectados en los mutantes phyB y 
phyA en condiciones de crecimiento estandar. Observamos que  la expresión de BRC1 es 
semejante  en plantas  silvestres y  en  los mutantes  phyB y  phyA  (Fig.  23). Aunque  estos 
fitocromos  son  los más  importantes  se  han  descrito  tres más  en Arabidopsis  (PHYC, 
PHYD y PHYE; Devlin et al., 1999) y no descartamos que  tengan,  individualmente o en 














































Para determinar  el  efecto  que  producen  sobre  la  expresión de BRC1  y BRC2 distintos 
grados de intensidad de luz crecimos plantas silvestres a dos intensidades lumínicas: 910 





























































































Las  plantas  crecidas  en  condiciones  de  déficit  hídrico  producen menos  ramas  (ver 

























































































































































































De  los  resultados  presentados  hasta  ahora  podemos  proponer  el  siguiente modelo 
sobre la función de BRC1 (Fig. 27). BRC1, un gen que se expresa en meristemos y yemas 
axilares, codifica para una proteína nuclear (Fig. 7) que posiblemente actúa como factor 
de  transcripción. Este proteína causa un  retraso o arresto del crecimiento de  los  tejidos 
donde  se  expresa  (Fig. 8). En plantas  silvestres,  su acción  localizada  en yemas axilares 
provoca un arresto del desarrollo de  las yemas e  impide o  retrasa  la elongación de  las 
ramas de roseta (Figs. 10 y 11).Durante el desarrollo axilar, BRC1 actúa después de LAS e 
IFL1, genes necesarios para  la  iniciación de  los meristemos  axilares. No  está  claro que 
estos genes controlen BRC1 a nivel transcripcional (Fig. 14). Por el contrario, la ruta MAX, 























































  apartado  anterior  están  controlados  por  regiones  reguladoras  localizadas  en  el 













También  fusionamos el  fragmento de 1.7 Kb a  la secuenci
orescente verde  (GFP) en el plásmido binario pGWB4  (Fig. 28A) y generamos  líneas 
transgénicas con  la construcción ∆1.7pBRC1::GFP. En estas  líneas observamos un patrón 
de distribución de la proteína GFP similar al de GUS (Figs. 28F,G). Sin embargo los bajos 





do hemos descrito una  serie de  condiciones genéticas,  fisiológicas y  ambientales que 
afectan a los niveles del ARNm de BRC1. Por tanto estudiamos si el fragmento de 1.7 Kb 











Por otra parte al poner estas plantas en  luz enriquecida en rojo  lejano  (Fig. 29B) 
ja  intensidad de  luz  (Fig.  29C) no observamos un  aumento de  la  expresión de GUS 
como el que encontramos en el caso de BRC1 (Figs. 22 y 24). Esto puede indicar que los 
elementos de respuesta a estas condiciones de luz no están en las 1.7 Kb analizadas o bien 
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Figura  28.  Promotor  de  BRC1.  A)  Esquemas  (no  a  escala)  de  la  región  genómica  de  BRC1  y  de  la 
construcción  inicial ∆1.7pBRC1::GUS clonada en el plásmido binario pGWB3, y ∆1.7pBRC1::GFP clonada en 
pGWB4. Ambas  se  construyeron mediante  el  sistema Gateway®  B‐E)  Patrón  de  expresión  de GUS  de 
∆1.7pBRC1::GUS en yemas axilares de Arabidopsis. B) Fase de primordio de hoja. C) Estadio vegetativo 2. D) 
Estadio  vegetativo  3.  E)  Estadio  reproductivo,  según  Fig.  3.  F)  Yema  axilar  de  líneas  ∆1.7pBRC1::GFP 
visualizada con luz visible. G) Misma yema que en F pero observada con luz ultravioleta. RB (rigth border) y 
















































































































































al  de  la  Fig.  17.  B)  Tras  exposición  a  distintas  calidades  de  luz  como  en  la  Fig.  27.  C)  En  distintas 
intensidades de luz como en la Fig. 24. Niveles del ARNm relativos a ACTINA8.  
 
También  combinamos  los  mutantes  de  ramificación  estudiados  con  plantas 
∆1.7pBRC1::GUS. En estas plantas realizamos tinciones GUS de yemas axilares (Fig. 30) y 
determinamos los niveles del ARNm de GUS en las mismas (Fig. 31). 
Los  niveles  del  ARNm  del  GUS  en  el  mutante  las4  están  reducidos  respecto  del 










Para  identificar  las  regiones  reguladoras  necesarias  para  la  expresión  de  BRC1  en 
yemas  axilares  iniciamos  un  análisis  de  deleción  del  promotor  de  BRC1.  Para  ello 
partimos  de  la  construcción  inicial  ∆1.7pBRC1::GUS  y  realizamos  fusiones  a  GUS  de 
fragmentos cada vez más pequeños. Para elegir el tamaño de los fragmentos analizamos 
previamente el grado de polimorfismo de esta región en varios ecotipos de Arabidopsis 
(C24,  Ler, Ws,  Sha  y  LL‐0  además  de  Columbia).  El  objetivo  era  identificar  regiones 
particularmente  conservadas  que  pudieran  ser  imprescindibles  para  la  actividad 











































































































Amplificamos  esta  región  genómica  en  los  distintos  ecotipos  mediante  PCR,  los 
secuenciamos  y  comparamos  sus  secuencias.  En  general,  el  grado de  polimorfismo  es 
muy bajo. Entre  los polimorfismos  encontrados, destaca un  indel de  11 pb  a  25 pb del 
ATG y otro de 248 pb a 1371 pb del ATG (Fig. 32). En ambos casos el ecotipo Columbia 
presenta una deleción en estas posiciones. 
Basándonos  en  esta  comparación  de  secuencias  diseñamos  cebadores  y  realizamos 
fusiones a GUS de  fragmentos de 1.4, 1.0, 0.7 y 0.4 Kb y generamos  las  construcciones 
∆1.4pBRC1::GUS, ∆1.0pBRC1::GUS, ∆0.7pBRC1::GUS y ∆0.4pBRC1::GUS respectivamente (Fig. 
33).  Posteriormente  realizamos  las  construcciones  ∆0.6pBRC1::GUS,  ∆0.5pBRC1::GUS  y 
∆0.3pBRC1::GUS (Tabla 5, Fig. 33).  
Teñimos  plantas  cuya  inflorescencia  estaba  empezando  a  elongar  de  las  distintas 
construcciones y determinamos el patrón de distribución de GUS (Fig. 34). Observamos 
que  las  líneas  con  fragmentos  de  0.5  Kb  o  mayores  fusionados  a  GUS  tenían  una 
expresión  de  GUS  similar  a  la  de  ∆1.7pBRC1::GUS.  En  las  plantas  que  llevan  la 
construcción  ∆0.4pBRC1::GUS  se  observaba  una  expresión  GUS  normal  en  yemas 
caulinares, pero más  tenue  en  las  yemas de  roseta. En  las plantas  con  la  construcción 
∆0.3pBRC1::GUS no se detectó expresión de GUS (Figs. 33 y 34). Además cuantificamos los 
niveles de ARNm de GUS de estas  líneas y  confirmamos  la  tendencia observada en el 
análisis cualitativo de las líneas transgénicas (Fig. 35). Debido a una expresión ectópica de 
GUS  varias  líneas  dan  valores muy  elevados  (no mostrado):  222.3±18.8,  336.8±30.3  y 












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura  35.  Niveles  de  expresión  de  GUS  en  2‐5  líneas  independientes  con  fragmentos  cada  vez 



























































































































líneas  T3  para  estas  deleciones  internas  se  están  desarrollando  actualmente.  También 






















A  continuación  se  encuentra  la  secuencia TGTCTTTCTC  (Fig.  36,  elemento  2AuxRe‐
like, ‐378 pb) que contiene dos elementos de respuesta a auxinas no canónicos solapados: 
TGTCTT y TTTCTC, frente al elemento simple canónico TGTCTC (Ulmasov et al., 1997) 
(en negrita  se  indican  las  bases que  cambian). En TGTCTC  el primer dinucleótido TC 
(subrayado) es crítico para su correcta función (Liu et al., 1994). A los elementos TGTCTC 
se  unen  al menos  los  factores ARF  (Hagen  y Guilfoyle,  2002). Además,  este  elemento 
2AuxRe‐like solapa en parte con la secuencia CTCAACCA (Fig. 36, elemento AuxRe, ‐371 

















CIRCADIAN  TC-rich/GAGA  TC-rich/GAGA  
ABREOSRAB21  PREATPRODH  
Figura 36. Secuencia entre  ‐504 pb y  ‐337 pb del promotor de BRC1 con motivos de unión a factores de 


















Motivoa Secuenciab Descripción  Base de datos 










ACGTERD1  ACGT  PLACE 
Erd1  TACGTC  SOFTBERRY 





AuxRe  CTCAACCA  Forma parte de un AuxRe   PATCH [TRANSFAC] 







región mediante  PCR  sobre DNA  genómico de  las  especies de Brasicáceas Arabidopsis 
lasiocarpa, A. arenosa, A. pumila, A. korshinskyi y Brassica rapa y comparamos sus secuencias 
después  de  alinearlas  con  ClustalW  (Fig.  37).  Observamos  que  el  sitio  para  ritmo 
circadiano  no  aparece  en  las  otras  especies.  Además  la  expresión  de  BRC1  no  tiene 
oscilaciones circadianas (no mostrado). En la zona con sitios de unión a factores bZIP, no 
se  conserva  la  secuencia  ACGT  canónica  pero  sí  los  sitios  PREATPRODH  y 
DPBFCOREDCDC3. Por otro lado los elementos ricos en TCs están bastante conservados 
y también se conservan los putativos sitios de respuesta a auxinas.  
Posteriormente extendimos el análisis anterior a especies más alejadas 
filogenéticamente de Arabidopsis y estudiamos los promotores de los ortólogos de 
BRC1 en las dicotiledóneas chopo (Populus trichocarpa), tomate (Solanum lycopersicum), 
ricino (Ricinus communis), vid (Vitis vinifera), y en las monocotiledóneas arroz (Oryza 
sativa cvs. japonica e indica), sorgo (Sorghum bicolor), mijo perla (Pennisetum glaucum) y 
maíz (Zea mays). .  
Mientras  que  en  monocotiledóneas  solamente  hay  un  gen  de  este  tipo,  Tb1,  en 





































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 38. Alineamiento de  secuencias en 5´ de genes ortólogos a BRC1. La escala en  la parte  superior 
indica pb respecto del ATG. Se muestran los genes BRC1 de varias especies de Arabidopsis, en Brassica rapa 
(BrBRC1),  chopo  (PBRC11  y  PBRC12),  ricino  (RcBRC1),  vid  (VvBRC1),  tomate  (SlTCP1  y  SlTCP2),  arroz 
(OsTb1), mijo perla (PgTb1), sorgo (SbTb1) y maíz (Tb1). En azul oscuro están representados los motivos de 
respuesta a auxinas no canónicos TGTCTTTCTC, en verde su variante GTCTTT y en azul claro la variante 



























por  lo  que  estas  repeticiones  pueden  actuar  como  intensificadores  de  la  expresión  de 
BRC1.  Por  otra  parte  en  líneas  con  la  construcción  ∆0.4pBRC1::GUS, sin  el  motivo 





de  la regulación de BRC1 ha sido  introducir  la construcción ∆1.7pBRC1::GUS en especies 
transformables y filogenéticamente alejadas de A. thaliana para estudiar si este fragmento 
responde correctamente en estas especies.  
En  concreto  elegimos  las  especies  de  la  familia  de  las  Solanáceas  patata  (Solanum 
tuberosum)  y  tomate  (Solanum  lycopersicum), divergentes de Arabidopsis  hace unos  112 
m.a.  (Ku  et  al.,  2000).  Generamos  líneas  transgénicas  de  patata  y  tomate  con  la 
construcción  ∆1.7pBRC1::GUS y estudiamos su patrón de expresión de GUS. 
En  tomate,  durante  la  fase  vegetativa,  el  patrón  de  ramificación  es  monopódico. 
Después  de  la  transición  floral  el  patrón  de  ramificación  es  simpódico:  el meristemo 









y Struik, 1992) pero además durante el desarrollo de  la planta se  forman otros  tipos de 
yemas axilares  (Fig. 40A): de  la base del  tallo nacen brotes  laterales  (estolones) que en 














Figura  39.  Expresión  GUS  en  yemas  axilares  de  plantas  de  tomate  portadoras  de  la  construcción 





Obtuvimos un  total de 46  líneas de plantas  transgénicas, de  las  cuales 20 mostraban 
expresión GUS  tanto en  las yemas axilares aéreas que dan  lugar a  ramas  (Figs. 40B‐D), 
como en los estolones (Figs. 40E, F) y también en los “ojos” de los tubérculos (Fig. 40G). 
Estos resultados indican que el promotor de BRC1 responde correctamente en tomate y 
patata.  Anteriormente  hemos mostrado  que  los  únicos  motivos  conservados  entre  el 
promotor de BRC1 y los de SlTCP1 y SlTCP2 son la zona rica en TC y el motivo de 10 pb 


















































































obtuvimos  19  clones  positivos  entre  los  cuales  hay  genes  con  un  posible  papel  en  la 
regulación  transcripcional:  AtMYB21  (At3g27810)  y  VRN2  (VERNALIZATION2, 
At4g16845). AtMYB21 se expresa en flores y el mutante  e f lta de f nción myb21‐1 afecta 

















ales  hay  un  miembro  de  la  familia  DDT  (At5g22760),  formada  por  4  genes  no 
caracterizados  funcionalmente.  Además  del  dominio  DDT  de  posible  unión  a  DNA 
(Doerks  et al., 2001) este gen  tiene 4 dominios PHD de  interacción con proteínas y que 
suelen  encontrarse  en  factores  que  actúan  remodelando  cromatina  (Bienz,  2006). 
Actualmente  estamos  confirmando  la  posible  interacción  de  estos  factores  con  los 
fragmentos del promotor estudiados.   
De  los resultados presentados en est
TG  de  BRC1  están  las  secuencias  necesarias  para  la  expresión  en  yemas  axilares  de 
BRC1 y para su respuesta a auxinas. Mediante análisis de deleción hemos acotado estas 
regiones al fragmento entre ‐504 y ‐337 pb en la que hay conservadas repeticiones de TCs 
que  posiblemente  actúen  como  intensificadores  de  la  expresión  génica,  y  el  motivo 
TGTCTTTCTC  que  podría  ser  responsable  de  la  expresión  en  yemas  axilares  y  de  la 

















GUS NosTRB NosP::NPTII 35S::HPT LB
attB1 attB2
∆1.7 pBRC2





































utilizando  fragmentos  cada  vez  menores:  ∆1. pBRC2::GUS,  ∆ pBRC2::GUS, 
∆ 7pBRC2::GUS y ∆0.4pBRC2::GUS (Fig. 42, Tabla 7). Al analizar el patrón de expresión de 
GUS en  líneas T3 de estas construcciones no observamos expresión en ninguna de ellas 
(no mostrado).  Esto  sugiere  que  entre  ‐1707pb  y  ‐1388pb  se  encuentran  las  regiones 
necesarias  para  la  expresión  de  BRC2.  Para  acotar más  estas  regiones  generamos  las 






Hemos  estudiado  los  posibles  sitios  de  unión  de  factores  de  transcripción
fragmento entre ‐1500 y ‐1388 pb (112pb) que hemos determinado en el aparta
por  análisis  de  deleción  (Fig.  44,  Tabla  8).  En  esta  región  se  encuentran  varios  sitios 




















































  ∆1.7pBRC2::GUS 34  16 





















































Motivoa Secuenciab Descripción  Base de datos 
A Elemento de unión del fa  RR1AT  NGATT  ctor ARR1 (en arroz) PLACE 
CPBCSPOR  as (en calabaza) TATTAG  Sitio necesario para la activación por citoquinin PLACE 
AuxRE  TGTCTC  Elemento de respuesta a auxinas  SOFTBERRY /PLACE/PATCH ] [TRANSFAC




















    
           
      
 











y  Donoghue,  2006),  genes  tipo  BRC2  (CYC3)  y  genes  tipo  TCP1/CYC  (CYC2).  Se  ha 





meristemos  reproductivos,  sino  tres  genes  que  han mantenido  de  forma  desigual  las 
funciones de Tb1.    
Mediante el análisis de mutantes (Figs. 10 y 11) hemos encontrado que BRC1, más que 








silvestres  en  día  largo  aunque  sí  en  día  corto  (Fig.  12).  Este  tipo  de  comportamiento 
también se observa en otros mutantes, como las (Greb et al., 2003), rax (Muller et al., 2006) 
o era1 (Bonetta et al., 2000), que muestran un fenotipo de menor ramificación en día corto 
mientras que en día  largo son prácticamente  indistinguibles de  las plantas silvestres. El 
diferente  comportamiento  de  BRC2  y  otros  genes  dependiente  del  fotoperíodo  puede 
indicar  que  el  desarrollo  de  las  yemas  axilares  se  controla  a  través  de  distintas  rutas 
genéticas en día corto y en día largo.  
BRC1  se expresa en yemas axilares y actúa  inhibiendo  localmente  su desarrollo  (Fig. 
11).  Además  hemos mostrado  que  la  expresión  generalizada  de  BRC1  no  provoca  la 
inhibición de  las  yemas  axilares  sino un  retraso  generalizado  en  el  crecimiento de  las 
plantas  (Fig.  8)  y  que  la  sobreexpresión  de  fusiones  de  BRC1  con  el  activador 
transcripcional VP16, producen  letalidad  embrionaria  (Fig.  8). Esto parece  indicar  que 
BRC1  tiene una función represora del crecimiento similar a  la de otros genes TCP de  la 
clase  II,  como CYC de Antirrhinum, que  retrasa  el desarrollo de  la parte dorsal de  los 
meristemos  florales  (Luo  et  al.,  1996)  o  TCP4  de Arabidopsis  y  su  homólogo  CIN  en 
Antirrhinum,  que  controlan  negativamente  los  patrones  de  proliferación  durante  el 
desarrollo de las hojas (Palatnik et al., 2003; Nath et al., 2003).  
 













genes promotores del  control del  ciclo  celular. Cabe destacar que  los genes TCP de  la 
clase I están implicados en el proceso contrario: la activación de genes necesarios para la 
división  celular  y  el  crecimiento,  como  el  PCNA,  CYCB1;1  o  genes  para  proteínas 
ribosomales (Kosugi y Ohashi, 2002; Tremousaygue et al., 2003; Li et al., 2005; Welchen y 
Gonzalez, 2006). Puesto que  los  factores de  las  clase  I y  II  reconocen motivos de ADN 
solapantes,  ambos  tipos de proteínas podrían  competir por  los mismos promotores de 
forma  que  en  presencia  de  BRC1  la  transcripción  de  estos  genes  se  vería  afectada 










son  necesarios durante  la  iniciación de meristemos  antes  que BRC1. Por  otro  lado  los 
niveles de transcripción de BRC1 y BRC2 en ambos mutantes están reducidos (Figs. 14C, 




mutantes moc1  (Li  et  al.,  2003).  Esta  observación  también  es  esperable  ya  que  en  este 
mutante no se forman meristemos axilares,  lugar donde se expresa OsTb1. Sin embargo 
no es probable que LAS controle directamente la transcripción de BRC1 ya que nuestras 




Por  otra parte  se ha descrito que  IFL1  actúa por debajo de  LAS  en  la  formación de 
meristemos axilares, ya que LAS se expresa correctamente en mutantes ifl1 pero IFL1 no 
se expresa en las axilas de las hojas de mutantes las (Greb et al., 2003). Esto parece situar a 
IFL entre LAS y BRC1.  IFL es un  factor HD‐Zip  III, y  recientemente  se ha descrito que 












que  indican  posibles  relaciones  genéticas  entre  genes  TCP  y  los  genes  CUC.  Se  ha 
encontrado (en ensayos de doble híbrido) que un factor TCP de clase I  interacciona con 
CUPULIFORMIS  (CUP),  el homólogo  en Antirrhinum de CUC2  (Weir  et  al.,  2004). En 
Arabidopsis  se  ha  demostrado  recientemente  que  TCP3  y  otros  genes  del  grupo CIN 
reprimen  la  expresión  de  genes  de  demarcación  como  LAS,  CUC  y  LOB  y  que  esta 
represión es necesaria para el correcto desarrollo de los órganos laterales (Koyama et al., 
2007). Hasta el momento desconocemos la posible relación entre los genes CUC y BRC1. 








Aunque  la  dominancia  apical  en  Arabidopsis  no  es  muy  pronunciada  puesto  que 
siempre se producen ramas caulinares CI (Fig. 11; Cline, 1991), la decapitación permite la 
formación de un mayor número de ramas de roseta RI (Fig. 16; Tatematsu et al., 2005). Sin 
embargo  esta  respuesta  no  se  observa  al  decapitar mutantes  brc1  (Fig.  16).  Además, 
cuando  decapitamos  plantas  silvestres,  los  niveles  de  ARNm  de  BRC1  se  reducen 
rápidamente  lo que se correlaciona con  la activación de yemas. Esto parece  indicar que 
BRC1 podría mediar  la  respuesta de dominancia  apical. Por otro  lado, BRC1  responde 
positivamente  a  la  aplicación  exógena  de  auxinas,  que  promueven  la  respuesta  de 
dominancia  apical  (Fig.  17A).  Esto  sugiere  que  la  expresión  de  BRC1  está  controlada 
directa  o  indirectamente  por  auxinas  y  que  BRC1  podría  mediar  el  fenómeno  de 
dominancia  apical  en  respuesta  a  esta  señal  hormonal.  El  mutante  yucca1  tiene  un 
elevado contenido en auxinas, por  lo que esperábamos encontrar unos niveles de BRC1 
más  elevados  que  los  de  las  plantas  silvestres.  Sin  embargo  no  hemos  encontrado 
diferencias claras en  los niveles de expresión de BRC1 entre ambos genotipos ni a nivel 
de ARNm (Fig. 18B) ni en las líneas ∆1.7pBRC1::GUS (Fig. 31). Finlayson (2007) tampoco 





de ARNm de BRC1  (Fig. 19). Además,  los niveles de BRC1  tampoco están alterados de 
forma significativa en el mutante sobreproductor de citoquininas amp1 (Fig. 20B) ni en las 
líneas  ∆1.7pBRC1::GUS  en  fondo  amp1  (Fig.  31).  Por  tanto,  proponemos  que  las 
citoquininas  promueven  el  desarrollo  de  las  yemas  axilares  pero  no  a  través  de  la 
represión la transcripción de BRC1. Tal vez las citoquininas y BRC1 interaccionen a otro 
nivel. Por ejemplo, se ha encontrado en ensayos de doble híbrido que TCP13, un factor de 
la  subfamilia CIN de Arabidopsis  (Fig. 5)  interacciona  con  factores AHP  (Suzuki  et  al., 













los genes MAX  (Fig. 15A‐C). Además  los niveles de ARNm de BRC1 en  los 4 mutantes 
max están muy reducidos (Fig. 15D). Finlayson (2007) sólo estudia los niveles de BRC1 en 
max2 y  también  encuentra que  están muy  reducidos. Nosotros proponemos que BRC1 
está en la misma ruta que los genes MAX y por debajo de estos. En arroz no parece darse 
esta  situación.  En  esta  especie  los  niveles  del  homólogo  de  BRC1,  OsTb1,  no  están 
reducidos en los mutantes d3 y d10, homólogos de max2 y max4 respectivamente (Arite et 
al., 2007). Esto  indica que aunque las funciones génicas están conservadas, parece haber 
diferencias  en  su  regulación.  Esta  diferente  regulación  puede  haber  dado  lugar  a 
diferencias morfológicas. Por ejemplo  los mutantes d3, htd1 y d10  son, además de muy 




Leyser,  2005). MAX3  y MAX4  pertenecen  a  la  familia  de  las  9‐cis‐epoxi‐carotenoide 
dioxigenasas  (NCEDs,  Nine‐Cis‐Epoxy‐carotenoids  Dioxygenases),  de  las  que  hay  9  en 
Arabidopsis (Tan et al., 2003). De ellas, 5 actúan en la síntesis de ácido abscísico y el resto, 
filogenética  y  funcionalmente  separadas  de  estas  5,  se  denominan  CCDs  (Carotenoid 
Cleavage Dioxygenases), ya que tienen capacidad de actuar sobre carotenoides aunque no 
participan en la síntesis de abscísico. MAX3 es AtCCD7 y MAX4 es AtCCD8. Las otras dos 








La  composición  del  derivado  carotenoide  producido  por  la  acción  de MAX4  no  se 












pasos modificadores  en  esta  ruta,  aunque puede que  los  compuestos  resultantes de  la 
acción de MAX3/4/1 sean ya biológicamente activos.  
El  siguiente gen caracterizado de esta  ruta es MAX2, que originalmente  se  identificó 
como ORESARA9 (ORE9; oresara = coreano, larga vida), que también tiene un papel como 
regulador positivo de la senescencia foliar (Woo et al., 2001). MAX2 codifica para una F‐
box que  interacciona  con  los  componentes ASK1  (Arabidopsis Skp1‐like 1) y AtCUL1 del 
complejo  SCF  para  señalización  de  proteínas  para  su  degradación  a  través  de  la  vía 
ubicuitin‐proteasoma  (Woo  et  al.,  2001;  Stirnberg  et  al.,  2007).  De  las  en  torno  a  700 
proteínas F‐box de Arabidopsis, MAX2 pertenece a  la  subfamilia C3, a  la que  también 
pertenecen  TRANSPORT  INHIBITOR  RESPONSE1  (TIR1;  Rueger  et  al.,  1998)  y 
CORONATINE  INSESITIVE1  (COI1;  Xie  et  al.,  1998).  En  esta  subfamilia  todos  sus 
integrantes  se  caracterizan  por  tener  varios  dominios  LRR  de  interacción  proteína‐
proteína  además  del  dominio  F‐box  (18  en MAX2; Gagne  et  al.,  2002; Risseeuw  et  al., 






la  represión de  las yemas axilares podría estar mediada por  la acción de este complejo 
sobre una o varias proteínas, que serían señalizadas para su degradación. Por su parte ese 
complejo  estaría  controlado  por  el  derivado  carotenoide  producido  por MAX3,  4  y  1, 
denominado SMS  (Shoot‐Multiplication Signal, Beveridge, 2006) o MDS  (MAX‐Dependent 








Hemos mostrado  que  las  plantas  silvestres  de Arabidopsis  crecidas  a  alta  densidad 
producen menos ramas RI que a baja densidad. Por su parte en los mutantes brc1 también 
hay una disminución del número de ramas en crecimiento a alta densidad aunque ésta es 
menor  (Fig. 21), por  lo que  los mutantes brc1 parecen  ser parcialmente  insensibles a  la 
densidad de plantación. En un ensayo similar en arroz se ha encontrado que los mutantes 
fc1 responden al crecimiento en alta densidad, casi en  la misma medida que  las plantas 
silvestres  (Takeda  et  al.,  2003).  Esto  indica  que  tanto  en  Arabidopsis  como  en  arroz 
existen  otros  factores  que  actúan  en  el  control  de  la  ramificación  a  alta  densidad  de 
plantación,  teniendo  quizá  estos  factores  más  relevancia  en  arroz.  En  el  ensayo  de 
respuesta  a  sequía  las plantas  silvestres  sometidas  a  estrés hídrico  tienen un  73.5% de 










PHYB es el principal responsable de  la percepción de  la  razón R:RL y el mutante phyB 
tiene una respuesta constitutiva al síndrome de huída que produce una represión en  la 





presentes en Arabidopsis puede  tener una  función en este proceso. Por el  contrario en 
sorgo  se  ha  demostrado  que  las mutaciones  en  SbPHYB  sí  aumentan  la  expresión  de 
SbTb1,  lo  que  indicaría  que  SbPHYB  reprime  la  expresión  de  SbTb1  y  explicaría  el 
fenómeno de huída de la sombra en sorgo (Kebrom et al., 2006). Esto puede indicar que 
en  sorgo  la  regulación de  estos genes  es diferente,  como  ya  se ha descrito más  arriba 
respecto  a  la  regulación  de  OsTb1  por  los  homólogos  de  los  genes  MAX  en  arroz. 
Además,  tal  vez  otros  receptores  u  otros  tipos  de  luz  tengan  también  un  papel  en  el 
control  de  la  ramificación.  En  este  sentido,  determinadas  exposiciones  a  luz  UV 
intensifican la ramificación axilar, aunque no parece una respuesta general para todas las 





dentro de  las yemas axilares para  reprimir  su desarrollo y cuya  regulación negativa es 
necesaria  para  permitir  el  crecimiento  de  las  ramas.  Además,  nuestros  resultados 







Para determinar  las  secuencias  importantes que  controlan  la  expresión  específica de 
BRC1  en  yemas  axilares,  hemos  iniciado  un  análisis  del  promotor  de  BRC1.  También 
hemos  estudiado  el  promotor  de  BRC2,  para  estudiar  posibles  paralelismos  en  la 
regulación de estos dos genes.  
Hemos determinado que  en  1.7 Kb de  la  región  en  5´ de BRC1  están  las  secuencias 
necesarias  para  su  expresión  en  yemas  axilares  (Fig.  28)  y  mediante  un  análisis  de 
deleción hemos acotado estas secuencias a una  región de 167 pb  (Fig. 34). No obstante 
mientras que  la  expresión de BRC1  se detecta  en meristemos  axilares  (Fig.  6A),  en  las 
líneas  con  la  construcción  ∆1.7 pBRC1::GUS no observamos  tinción GUS  en meristemos 
axilares, ni aún cuando sobreteñimos las muestras (no mostrado). El grupo de Finlayson 
(Texas University)  ha  realizado  fusiones  a  GUS  utilizando  ~800  pb  en  5´  de  BRC1  y 

























TGTCTTTCTC  y  repeticiones  de  TCs  (Fig.  38).  La  secuencia  TGTCTTTCTC  puede 
considerarse  formada  por  dos  elementos  de  respuesta  a  auxinas  no  canónicos  y 
solapados. El elemento canónico es TGTCTC, y en él el primer dinucleótido TC es el que 
debe permanecer  invariable (Liu et al., 1994), condición que se cumple en este caso. Los 
elementos  de  respuesta  a  auxina  suelen  ser  compuestos,  y  estar  formados  por  un 
elemento  constitutivo  y  otro  inducible,  TGTCTC,  que  es  el  que  responde  a  auxinas 
(Ulmasov et al., 1995). El elemento constitutivo puede a su vez estar separado o solapado 
con el de respuesta a auxinas. Un ejemplo de esta última clase es el elemento de respuesta 
D1  del  promotor  del  gen GH3  de  soja,  cuya  secuencia  es CCTCGTGTCTC,  en  el  que 
subrayado  se  indica  el  elemento  constitutivo  y  en  cursiva  el  de  respuesta  a  auxina 
(Ulmasov et al., 1995). La secuencia caracterizada por nosotros podría interpretarse como 
otro ejemplo en esta clase de elementos en cis que en este caso sería TGTCTTTCTC. Para 





23  en Arabidopsis  (Okushima  et  al.,  2005). Hay  caracterizados mutantes  sencillos para 
todos  ellos.  Los  mutantes  arf1  a  arf8,  arf10,  arf16,  arf17  y  arf19,  por  separado  o  en 
combinación con otro mutante de entre estos, presentan fenotipo alterado, muchas veces 




construcción  ∆1.7pBRC1::GUS la aplicación de auxinas aumenta los niveles de GUS 





∆0.4pBRC1::GUS tienen también este tipo de respuesta. Por  otra  parte  los  elementos 
TGTCTC no sólo responden a auxinas. Así, genes o construcciones inducibles por auxinas 




DOF  son  específicas  de  plantas  (hay  36  en  Arabidopsis)  y  participan  en  diversos 
procesos: formación de semillas, defensa, metabolismo de glucosinolatos y flavonoides o 
en respuesta a  fitohormonas como  las auxinas  (Baumann et al., 1999; Yanagisawa, 2002; 
Skirycz et al., 2006; Skirycz et al., 2007). Las secuencias flanqueantes a CTTT parecen tener 
importancia  para  la  acción  de  estos  factores  (Yanagisawa  y  Schmidt,  1999).  En 
Arabidopsis se han descrito dos genes DOF cuya sobreexpresión  tiene efectos opuestos 
sobre  la  ramificación:  las  plantas  que  sobreexpresan  AtDOF4;2  (At4g21030)  son  más 
ramificadas que  las  silvestres  (Skirycz  et  al., 2007), mientras que  las que  sobreexpresan 
AtDOF1.1  (At1g07640)  apenas  ramifican  (Skirycz  et  al.,  2006).  En  ambos  casos  hay 
asociadas otras alteraciones.  
Hemos  probado  que BRC1  responde  a distintos  tratamientos de  luz  (Figs.  22  y  24), 
aunque si esta respuesta ocurre a nivel  transcripcional no se encuentra  localizada en  la 
región ‐1.7 Kb del ATG de BRC1 ya que la construcción ∆1.7pBRC1::GUS no responde a 
cambios  lumínicos. Hemos encontrado varias G‐boxes e  I‐boxes entre  ‐600 y    ‐700 pb del 
ATG  de  BRC1,  pero  estos  elementos  de  respuesta  a  luz  no  están  conservados  en  los 
promotores  de  las  distintas  especies  estudiadas  (no  mostrado).  Por  otro  lado,  en  el 
elemento TGTCTTTCTC conservado entre los diversos promotores de BRC1, la secuencia 
CTTT  (consenso de unión de  factores DOF, ver más arriba) es  también  semejante a un 
elemento  también  de  respuesta  a  luz  descrito  para  los  factores  TRIHELIX  (23  en 




En  cuanto  a  las  repeticiones  de  dinucleótidos  TC,  están  caracterizadas  como 
intensificadoras  de  la  activación  transcripcional  (Pauli  et  al.,  2004). A  ellas  se  unen  al 
menos los factores BBR/BPC, específicos de plantas, de los que hay 7 en Arabidopsis que 
actúan  en  promotores  de  genes  necesarios  para  la  formación  de  tetrapirroles,  para  el 
desarrollo  del  óvulo  o  para  el mantenimiento  y  el  desarrollo  de  primordios  de  hoja 
(Sangran y O´Brian, 2002; Santi  et al., 2003; Meister  et al., 2004; Kooiker  et al., 2005). En 
Drosophila  el  factor  TRITHORAX‐LIKE/GAGA  FACTOR  (TRL/GAF)  se  une  también  a 
estas  secuencias,  actuando  como  activador  de  la  transcripción  génica,  permitiendo  el 
acceso a la cromatina de factores de transcripción generales (Farkas et al., 2002; Leibovitch 
et al., 2002). En forma similar actúan factores GAF en mamíferos (Volpi et al., 2002). Los 
factores  BBR/BPC  podrían  ser  homólogos  funcionales  (que  no  de  secuencia)  de  los 
factores  TRL/GAF  (Santi  et  al.,  2003).  Los mutantes  sencillos  para  los  genes  BBR/BPC 
caracterizados no presentan fenotipos mutantes (Wanke et al., 2007).  
 
Uno de  los principales objetivos del análisis del promotor de BRC1 era  identificar  los 





algunas  de  las  regiones  identificadas  como  necesarias  hemos  realizado  un  análisis  de 
híbrido sencillo para encontrar proteínas que reconozcan estas secuencias. En este ensayo 
se obtuvieron clones de AtMYB21, VRN2 y un gen de la familia DDT.  
AtMYB21  actúa  durante  el  desarrollo  de  las  flores  y  no  está  descrito  que  sus 
mutaciones produzcan plantas más ramificadas aunque sí plantas con elevada esterilidad 
masculina  (Mandaokar  et  al.,  2006).  Por  otro  lado,  las  plantas  que  sobreexpresan 
AtMYB21  son  poco  ramificadas,  pero  también  tienen  afectados  otros  aspectos  del 
desarrollo  (Shin  et  al., 2002). El gen más  relacionado  con AtMYB21 es AtMYB24,  cuyos 
mutantes  no  presentan  fenotipo  alterado  (Mandaokar  et  al.,  2006).  Su  sobreexpresión 
produce alteraciones en la dehiscencia del polen y plantas muy poco ramificadas (Yang et 
al., 2007). Mutaciones en AtMYB2 (bastante relacionado filogenéticamente con AtMYB21 
y  AtMYB24,  Stracke  et  al.,  2001)  generan  plantas  muy  ramificadas  y  con  fertilidad 
reducida  (Guo  y Gan,  2007).  Recientemente  se  ha  descrito  que  algunos  factores MYB 
interaccionan con  factores ARF en  la modulación de  la  respuesta a auxinas  (Shin  et al., 
2007). Un  sitio de unión para  factores MYB  es AACC  (Romero  et  al.,  1998;  Shin  et  al., 
2007), presente en BRC1 y en todas las especies herbáceas de entre las analizadas (Fig. 38) 
justo  tras  la  secuencia  conservada  TGTCTTTCTC,  salvo  en  arroz  donde  hay  varias 
secuencias AACC pero algo más alejadas (no mostrado). 
Respecto  al  factor  VRN2  y  al  perteneciente  al  grupo  DDT  (At5g22760),  se  podría 
establecer  cierto  paralelismo  con  la  situación  de  la  represión  del  gen  FLC  (Sung  y 




et  al.,  2000).  El  producto  del  gen  con  dominio  PHD  VIN3  (VERNALIZATION 
INSENSITIVE3), que se expresa de forma específica y transitoria, es necesario para iniciar 
el silenciamiento de FLC y actúa reclutando a VRN2, presente de forma más constitutiva, 
junto  a  otras  proteínas  del  grupo  Polycomb  (PcG),  que  son  necesarias  para mantener 
silenciado a FLC (Sung y Amasino, 2004). No está determinada la especificidad de unión 
a ADN de VIN3 o de VRN2. VRN2 tiene un dominio de dedo de zinc, que puede unirse a 







TGTCTTTCTC  y  que  está  presente  en  todos  los  promotores  de  BRC1  de  las  especies 
estudiadas (no mostrado). No está descrito que las mutaciones en VRN2 afecten al patrón 
de ramificación (Chandler et al., 1996; Gendall et al., 2001). En cambio, la sobreexpresión 
de FERTILISATION  INDEPENDENT ENDOSPERM  (FIE), un  factor Polycomb que  forma 







Tatematsu et al.  (2005)  llevaron a cabo un análisis  transcriptómico para determinar  la 
riqueza  relativa  en  secuencias  reguladoras  de  genes  sobreexpresados  y  reprimidos  en 
yemas  axilares  después  de  decapitar  plantas  de  Arabidopsis.  Determinaron  que  los 
promotores de genes reprimidos  tras  la decapitación estaban enriquecidos en TTATCC, 
mientras  que  los  de  los  genes  sobreexpresados  lo  estaban  en  GGCCCAWW  y  en 
AAACCCTA. Hemos mostrado que la decapitación produce una bajada en los niveles de 
ARNm de BRC1  (Fig. 17), por  lo que BRC1 estaría en el primer grupo de genes. Como 
BRC1  actúa  reprimiendo  la  elongación de yemas  axilares  es posible que  su  regulación 
negativa  sea necesaria para  se  induzcan  los genes del  segundo grupo  (Tatematsu  et  al. 
2005). En el microchip utilizado no estaba BRC1. Es interesante destacar que a ‐35 pb del 
ATG  de  BRC1  hay  un  sitio  AAACCCTA  (típico  de  genes  que  se  activan  tras  la 
decapitación),  en  orientación  reversa.  Este  sitio  está  conservado  en  las  especies  de 
Arabidopsis  analizadas pero no  en Brassica  rapa ni  el  resto de  especies  estudiadas  (no 
mostrado).  
 







mexicana) el grado de polimorfismo de  la  región  reguladora del maíz es mucho menos 
polimórfica  que  la  de  los  teosintes  (Wang  et  al.,  1999).  Sin  embargo  hay  secuencias 
reguladoras de  teosintes que son muy semejantes a  las de  los maíces cultivados, por  lo 








al., 2002),  la distancia entre OsTb1 y  su gen  inmediato aguas arriba es de 37256 pb  (no 
mostrado) y no se sabe si esta región encontrada en maíz está también presente en arroz.  
 





también  los  niveles  de  Tb1  están  reducidos  respecto  al  de  plantas  silvestres.  BA1  es 
homólogo  de  LAX  PANICLE  (LAX)  de  arroz  (Komatsu  et  al.,  2003),  y  tiene  funciones 






et  al.,  2003),  At5g67070,  At3g50330,  At5g09750  y  At3g21330,  por  este  orden  y  según 
análisis BLASTP en el NCBI, de los que no hay datos salvo que pertenecen a la subfamilia 
19  de  los  factores  bHLH  que  contiene  a  INDEHISCENT  (IND,  At4g00120),  un  gen 










que  se  unen  a  sitios  GT/CGGNCCC,  ni  de  clase  I  que  se  unen  a  sitios  GGNCCCAC 
(Kosugi y Ohashi, 2002). En  las  regiones entre  los genes adyacentes a BRC1  (Fig. 28A) 
sólo hay un sitio para un gen de clase I a 7512 pb en 3´ de BRC1 (no mostrado).  
  
En  cuanto  a  la  regulación  transcripcional  de  BRC2,  hemos  iniciado  el  análisis  del 
promotor de BRC2 y hemos determinado que en Arabidopsis las regiones importantes que 
controlan  su  regulación  están  circunscritas a  la  región  entre  ‐1500 y  ‐1388 pb del ATG 
(Fig. 43). Su regulación parece ser muy divergente de la de BRC1, el patrón de expresión 
de GUS no es el mismo, aunque puede que haya zonas fuera de las 1.7 KB del promotor 
de  BRC2  que  confieran  expresión  en  las  yemas.  Además,  las  zonas  reguladoras 




Hemos  probado  que  los  niveles  de  expresión  de  BRC1  están muy  reducidos  en  los 
mutantes  max  (Fig.  15D).  Esto  podría  indicar  que  los  genes  MAX  controlan  la 
transcripción de BRC1, por acción sobre sus zonas reguladoras. Sin embargo en mutantes 








Wilusz,  2004).  Por  ejemplo  los  factores AUF1  se  unen  a  elementos  ricos  en AU  (ARE 
elements) del ARNm controlando su estabilidad (Brewer, 1991). Se ha mostrado que este 
control está mediado por la degradación de AUF1 vía ubicuitin‐proteasoma (Laroia et al., 
1999;  Laroia  et  al.,  2002;  Laroia  y  Schneider,  2002).  En  algún  caso  se  ha  probado  la 
asociación de una F‐box con una proteína de unión a estas secuencias reguladoras en cis 
del ARNm  (Clifford  et  al.,  2000;  Lakiza  et  al.,  2005).  Por  otra  parte  la  estabilidad  del 





derivado  carotenoide  ácido  retinoico  (Crowe,  1993;  Zhou  et  al.,  1994),  la  hormona 
luteinizante (Nair et al., 2002) u otras (revisado en Staton et al. 2000). 
El elemento importante en la región rica en AU es AUUUA, y en general suele ser una 






de MAX2, no  se degradaría  al desestabilizador y  éste haría que  el ARNm de BRC1  se 
degradara  más  rápido.  Recientemente  se  ha  realizado  una  contribución  que  parece 






También  hemos  mostrado  que  distintas  condiciones  de  calidad  y  cantidad  de  luz 
alteran  la  expresión  de  BRC1  (Figs.  22  y  24)  y  que  sin  embargo  estas  condiciones  no 
afectan  a  la  expresión de GUS  en  líneas  con  la  construcción  ∆1.7 pBRC1::GUS  (Fig.  29). 






es  que  las  plántulas  presentan  hipocotilos  y  pecíolos  de  los  cotiledones  elongados  al 
crecer en  luz blanca pero no en oscuridad  lo que  indica que este gen media respuestas 
relacionadas  con  la  luz  (Stirnberg  et  al., 2002). Para distinguir  entre  estas dos opciones 
estamos estudiando si, en mutantes max2, los niveles del ARNm de BRC1 en un bajo ratio 






auxinas  controlarían  la  transcripción  de  BRC1  a  través  de  los  elementos  en  cis 
caracterizados  entre  ‐500  y  ‐337pb  del  ATG  de  BRC1.  Un  determinado  factor  podría 
unirse al ARNm de BRC1 reduciendo su estabilidad. En presencia del regulador MDS, el 
sistema SCFMAX2 señalaría para su degradación a este factor inestabilizador del mensajero 
haciendo  el ARNm  de  BRC1 más  estable. Una  vez  traducido  el ARNm  se  produciría 
proteína BRC1 que migraría  al núcleo  (Fig. 7) y  actuaría  como  factor de  transcripción, 
bien  activando  genes  que  bloquean  la  división  celular  o  reprimiendo  genes  que  la 

















































controlan  la expresión de BRC1  (barra  fucsia) a  través de elementos en  cis  (repeticiones de TCs, en 
azul,  y  la  secuencia  TGTCTTTCTC  en  verde).  Al  ARNm  producido  (5´UTR  en  gris,  secuencia 




transcripcional  reprimiendo  genes  que  promueven  la  proliferación  celular.  Tal  vez  BRC1  también 





En  dicotiledóneas  el  primer  gen  tipo  BRC1  caracterizado  es  el  de  Arabidopsis, 
presentado  en  este  trabajo.  En monocotiledóneas  se  han  estudiado  con  cierto  detalle 
otros dos genes  tipo BRC1, Tb1 de maíz  (Doebley  et  al.,  1997; Hubbard  et  al.,  2002) y 
OsTb1 de arroz (Takeda et al., 2003). En los tres casos estos genes actúan reprimiendo el 

















en  la  dormición  de  yemas  de  invierno  típicas  de  plantas  perennes de  zonas  de  clima 
templado.  En  relación  con  esto  estamos  caracterizando  a  los  homólogos  de  BRC1  en 
chopo (PBRC11 y PBRC12), determinando sus patrones de expresión y generando plantas 


































    
           
      
 




























7.  Las  auxinas,  mediadoras  de  la  dominancia  apical,  controlan  la  transcripción  de 






9.  Los  elementos  necesarios  para  la  expresión  en  yemas  axilares  de  BRC1  están 
localizados entre  ‐504 pb y  ‐337 pb del principio de  traducción. Esta  región contiene  la 
secuencia  TGCTCTTTCTC  y  repeticiones  de  TCs  altamente  conservadas  en  los 
promotores de genes tipo BRC1 de otras especies.  
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1phyAr  CTGATTGCTTTGCCAGCGAG  phyA, 3´ 
2phyAf  TTATCCACAGGGTTACAGGG  phyA, 5´ 









VP16BRC‐3´  TCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAA  construcciones en pAlligator1 








































LP3F  ATTAAGCTTACATAAACAAACACAAGGTCCTAATT  Deleción interna pBRC1, 5´ 



















































































































































































































    
           
      
 
                                                     Anexo II 
Remarkably simple system. 
Simply remarkable results. 
The new StepOne™ System makes it easy to get high-quality 
real-time PCR results.
The StepOne System combines plug-and-play convenience with the uncompromising performance 
that has made Applied Biosystems the leader in real-time PCR. Whether you’re a ﬁ rst-time user 
or a real-time PCR expert, the StepOne system delivers the highest quality results using the full 
range of TaqMan® Gene Expression and SNP Genotyping assays. The system’s software guides new 
users through set up, operation and analysis, while also providing power and ﬂ exibility to meet the 
expectations of even the most experienced users.  The StepOne Real-Time PCR System is part of an 
optimized system solution for real-time PCR that includes software, reagents, and instrumentation—
all for a remarkably low price.
To learn more about the StepOne Real-Time PCR System or to view a software demonstration,
visit info.appliedbiosystems.com/stepone
NOTICE TO PURCHASER: Label License
The StepOne™ Real-Time PCR System is covered by patents owned by Applera Corporation. No right is conveyed expressly, by implication, or by estoppel to apparatus, reagents, kits, or methods such as the patented 5’ nuclease methods. 
For further information contact the Director of Licensing, Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, California 94404, USA. ©2007 Applied Biosystems. All rights reserved. Applera, Applied Biosystems and AB (Design) are 
registered trademarks and StepOne is a trademark of Applera Corporation or its subsidiaries in the US and/or certain other countries. TaqMan is a registered trademark of Roche Molecular Systems, Inc.
NEW StepOne™ Real-Time PCR System
•  Runs intuitive software that teaches you without tutorials or manuals 
• Conﬁ gured for PC-free or networked operation
• Fast runs (<40 minutes) and standard runs (<2 hours) with one block
• Preloaded and precalibrated to get you up and running fast
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Arabidopsis BRANCHED1 Acts as an Integrator of Branching
Signals within Axillary Buds W
Jose´ Antonio Aguilar-Martı´nez,1 Ce´sar Poza-Carrio´n,1 and Pilar Cubas2
Departamento de Gene´tica Molecular de Plantas, Centro Nacional de Biotecnologı´a/Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, Campus Universidad Auto´noma de Madrid, 28049 Madrid, Spain
Shoot branching patterns depend on a key developmental decision: whether axillary buds grow out to give a branch or
whether they remain dormant in the axils of leaves. This decision is controlled by endogenous and environmental stimuli
mediated by hormonal signals. Although genes involved in the long-distance signaling of this process have been identified,
the genes responding inside the buds to cause growth arrest remained unknown in Arabidopsis thaliana. Here, we describe
an Arabidopsis gene encoding a TCP transcription factor closely related to teosinte branched1 (tb1) from maize (Zea mays),
BRANCHED1 (BRC1), which represents a key point at which signals controlling branching are integrated within axillary
buds. BRC1 is expressed in developing buds, where it arrests bud development. BRC1 downregulation leads to branch
outgrowth. BRC1 responds to developmental and environmental stimuli controlling branching and mediates the response to
these stimuli. Mutant and expression analyses suggest that BRC1 is downstream of the MORE AXILLARY GROWTH
pathway and that it is required for auxin-induced apical dominance. Therefore, BRC1 acts inside the buds as an integrator of
signals controlling bud outgrowth and translates them into a response of cell growth arrest. The conservation of BRC1/tb1
function among distantly related angiosperm species suggests that a single ancestral mechanism of branching control
integration evolved before the radiation of flowering plants.
INTRODUCTION
The vast diversity of plant architectures found in plants today
depends largely on the control of branching. Branching patterns
determine many aspects of plant form, light interception effi-
ciency, and adaptation to resource availability. Shoot branching
patterns are generated during postembryonic development.
After germination, the shoot apical meristem (SAM) generates
the main shoot, leaf primordia, and new meristems. New shoot
meristems formed in the axils of leaves, axillary meristems (AMs),
are established at the time of leaf primordia initiation or later
in development from groups of cells that retain meristematic
potential (Greb et al., 2003; Schmitz and Theres, 2005). After
initiation, AMs develop into axillary buds. Branching patterns
depend on a key developmental decision: whether axillary buds
grow out to give a branch or whether they remain small and
dormant in the axils of leaves. This decision is reversibly con-
trolled by developmental and environmental stimuli perceived in
different regions of the plant and transduced into the axillary
buds to be translated into a local response of growth arrest (Lang
et al., 1987; Horvath et al., 2003). This allows the plant to adapt to
changing conditions.
In Arabidopsis thaliana, axillary bud development is well char-
acterized morphologically (Hempel and Feldman, 1994; Grbic
and Bleecker, 2000; Long and Barton, 2000), and some of the
genes involved in AM initiation and long-distance signaling have
been identified. However, the genes responding to these genetic
pathways, acting inside the buds to directly cause cell prolifer-
ation arrest, remained unknown.
During prolonged vegetative development, AMs are initiated in
an acropetal order, first in the axils of mature leaves distant from
the shoot apex and later in younger leaves. After flowering, AMs
are initiated in a basipetal order, first in leaf axils closest to the
shoot apex (Hempel and Feldman, 1994; Grbic and Bleecker,
2000; Long and Barton, 2000). Genes such as LATERAL SUP-
PRESSOR (LAS), encoding a GRAS protein (Greb et al., 2003),
and the REGULATOR OF AXILLARY MERISTEMS (RAX) genes,
encoding a group of R2R3 MYB proteins (Keller et al., 2006;
Muller et al., 2006), are necessary during AM initiation to maintain
the meristematic potential of cells at the base of leaves and to
allow the organization of a stem cell niche. REVOLUTA/INTER-
FASCICULAR FIBERLESS1 (REV/IFL1) (Talbert et al., 1995;
Ratcliffe et al., 2000; Otsuga et al., 2001; Zhong and Ye, 2001),
encoding a Homeobox-Leucine-Zipper protein, is also involved
in early stages of AM initiation.
Once initiated, AMs go on to form a bud: first, leaf primordia
are formed on the periphery of the AM (vegetative phase), and
later, flower meristems are initiated (reproductive phase). Axillary
buds bearing flowers may then elongate to give a branch, as in
the case of cauline leaf buds, or they may become arrested for
most of the plant life, as in the case of many rosette leaf buds.
Long-range signaling promoting bud arrest is controlled both by
auxin produced in the shoot apex and transported basipetally
1 These authors contributed equally to this work.
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uam.es; fax 34-915854506.
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and by a novel carotenoid derivative synthesized in the root and
transported acropetally (Cline, 1991; Shimizu-Sato and Mori,
2001; Leyser, 2003; Dun et al., 2006). Arabidopsis mutants with
reduced auxin sensitivity (i.e., auxin-resistant1 [axr1]; Chatfield
et al., 2000) have weaker apical dominance, and auxin over-
producers (i.e., yucca1 [ycc1]; Zhao et al., 2001) have stronger
apical dominance than wild-type plants. Also, mutations in the
MORE AXILLARY GROWTH (MAX) genes, which control the
synthesis and activity of the carotenoid-derived hormone (MAX-
dependent signal) in Arabidopsis, cause an excess of branch
outgrowth (Stirnberg et al., 2002; Sorefan et al., 2003; Booker
et al., 2004, 2005). These two hormones, auxin and the MAX-
dependent signal, act outside the axillary buds. Additional mech-
anisms affecting chromatin structure also seem to be involved
(Peng et al., 2006). To date, the genes responding to these sig-
nals within the buds to directly cause growth arrest have re-
mained uncharacterized in Arabidopsis.
Genes promoting bud arrest locally within the bud have been
described in monocots. They are teosinte branched1 (tb1) from
maize (Zea mays) (Doebley et al., 1997) and its homologs from
rice (Oryza sativa), Os tb1 (Hu et al., 2003; Takeda et al., 2003),
and sorghum (Sorghum bicolor), Sb tb1 (Kebrom et al., 2006).
tb1-like genes encode transcription factors containing a TCP
domain, a 59–amino acid domain that allows nuclear targeting,
DNA binding, and protein–protein interactions (Kosugi and
Ohashi, 1997; Cubas et al., 1999a; Kosugi and Ohashi, 2002).
tb1 and Os tb1 are expressed in AMs and buds, where they
suppress growth (Hubbard et al., 2002; Takeda et al., 2003).
Their mutants, tb1 and fine culm1, respectively, have enhanced
shoot branching (Doebley et al., 1997; Wang et al., 1999; Hu
et al., 2003; Takeda et al., 2003). However, the general role of tb1
in the control of shoot branching in angiosperms remained to be
established. First, tb1-like genes had not been analyzed in wild
species, and second, they had not been studied in dicots;
therefore, it was unclear whether this function was conserved
in this group.
In this study, we have characterized BRANCHED1 (BRC1) and
BRANCHED2 (BRC2), two of the three genes most closely
related to tb1 in the wild dicot Arabidopsis. We show that both
genes, but mainly BRC1, play a central role in the control of
axillary bud development. BRC1 expression patterns are re-
stricted mostly to axillary buds, its activity inversely correlates
with bud outgrowth, and brc1 mutant phenotypes are non-
pleiotropic and affect exclusively axillary bud development.
Moreover, BRC1 responds to environmental and endogenous
signals controlling bud outgrowth, and our genetic analyses
indicate that auxin and the MAX pathway act through BRC1
to promote bud arrest. These results indicate that BRC1 acts
as a local integrator of the genetic pathways controlling
branch outgrowth.
RESULTS
The Arabidopsis TCP Gene Family
To identify the Arabidopsis genes closest to tb1, the complete
Arabidopsis TCP gene family was analyzed (Figure 1A). This
family comprised 24 genes encoding predicted proteins with a
TCP domain (see Supplemental Table 1 and Supplemental
Figure 1 online). Phylogenetic analysis of this domain revealed
two subfamilies (Cubas et al., 1999a; Cubas, 2002; Kosugi and
Ohashi, 2002; Palatnik et al., 2003): class I, formed by 13 pre-
dicted proteins related to the PCF rice factors (Kosugi and
Ohashi, 1997), and class II, formed by 11 predicted proteins
related to the Antirrhinum CYC and CIN genes and to tb1 (Luo
et al., 1996; Doebley et al., 1997; Nath et al., 2003; Palatnik et al.,
2003). Class II could be further subdivided into two groups: the
CIN group formed by eight members, some of which are involved
in the control of leaf primordia growth (Palatnik et al., 2003), and
the tb1/CYC group (called the ECE group by Howarth and
Donoghue [2006]), on which we have focused. Genes from this
group have an R domain (see Supplemental Figure 1 online)
(Cubas et al., 1999a) that is also present in TCP2 and TCP24 from
the CIN group. Although in monocots only one type of tb1/CYC/
ECE gene has been identified (e.g., tb1, Os tb1, and Sb tb1), in
eudicots several tb1/CYC/ECE genes are found, and phyloge-
netic analyses have suggested that duplications within this clade
occurred at the base of eudicots (Howarth and Donoghue, 2006).
Therefore, no Arabidopsis TCP gene is a direct ortholog of tb1.
TCP1, the gene most closely related to CYC, has been proposed
to be the CYC ortholog (Cubas et al., 2001). Therefore, TCP12
and TCP18 were the only Arabidopsis TCP genes that remained
as candidates for having retained a role in branching. Based on
their similarity to tb1 in protein sequence, expression patterns,
and mutant phenotypes (see below), they were renamed BRC1
and BRC2, respectively.
Full-length cDNAs of BRC1 and BRC2 were isolated. None of
them corresponded to the predicted transcripts annotated in the
Arabidopsis genome databases. The cDNA of BRC1 (1609 bp,
three spliced introns; Figure 1B) contained an open reading
frame of 1290 bp encoding a protein of 429 amino acids. The
BRC2 cDNA (1380 bp, one spliced intron; Figure 1C) contained
an open reading frame of 1071 bp encoding a protein of 356
amino acids. Both predicted proteins had a TCP domain and an
R domain.
It has been proposed that the TCP domain is necessary for
nuclear localization (Kosugi and Ohashi, 1997; Cubas et al.,
1999a), and some TCP proteins have been shown to be targeted
to the nuclei in heterologous systems (Suzuki et al., 2001; Qin
et al., 2004). To investigate whether BRC1 and BRC2 encode
nuclear proteins, the cDNAs of BRC1 and BRC2 were fused to
green fluorescent protein (GFP), and transgenic Arabidopsis
lines expressing these proteins under the control of the cauli-
flower mosaic virus (CaMV) 35S promoter were obtained.
GFP:BRC1 and GFP:BRC2 were targeted to the nuclei in all tis-
sues analyzed (Figure 1D for GFP:BRC1; GFP:BRC2 not shown).
These data support their proposed role as transcriptional regu-
lators. Plants expressing GFP:BRC1 showed pleiotropic devel-
opmental defects and retarded growth (see Supplemental Figure
3 online). Plants expressing GFP:BRC2 did not show any obvious
phenotypic effect.
BRC1 and BRC2 Are Expressed in Axillary Buds
To explore the potential roles of BRC1 and BRC2 in the control
of plant development, their mRNA levels were analyzed by
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real-time PCR in different tissues (Figure 1E). Both genes
were transcribed at high levels in tissue that mainly contained
axillary buds, supporting their putative role in the control of
bud development. They were also expressed at lower levels
(mainly BRC2) in other axillary structures such as flowers
and siliques.
To define the spatial and temporal patterns of expression
of these genes during bud development in more detail, BRC
mRNAs were detected by in situ hybridization. BRC1 and BRC2
expression patterns were dynamic and similar, although BRC1
expression was much stronger than BRC2 expression, which
was barely detectable in our experiments. Before flowering,
when AMs were not yet initiated, BRC1 and BRC2 transcripts
were not detectable (data not shown). After flowering, AMs be-
came visible in the axils of leaves (Figure 2A) and BRC1 tran-
scripts accumulated in all cell layers of these meristems (Figure
2D). During bud vegetative development (Figure 2B), BRC1 was
downregulated in the outer layers of the meristem (Figure 2E) and
transcripts accumulated in young leaf primordia (Figure 2F).
Older expanding leaves did not express BRC1 (Figure 2G). In
buds bearing flowers (Figure 2C), BRC1 transcripts were detect-
able in the provascular tissue underlying the bud (Figure 2G).
BRC1 expression was downregulated at the time of bud out-
growth, so mRNA was not detectable in buds showing the first
signs of shoot elongation (stem < 0.1 mm; data not shown).
BRC1 expression appeared to be highest in rosette leaf buds that
remained arrested for long periods of time and lowest in cauline
leaf buds that grew out immediately (Figure 2I). Therefore, BRC1
is expressed locally in axillary buds in an evolving pattern during
bud development and is downregulated at the time of branch
elongation. BRC2 expression levels were much lower and
were only clearly detectable in the provascular tissue of buds
that had undergone flowering (Figure 2H). Neither gene was
expressed in the SAM or in floral or leaf primordia derived
from the SAM.
Figure 1. The BRC1 and BRC2 Gene Family, Structure, Transcripts, and
Proteins.
(A) Unrooted consensus tree showing relationships among the predicted
Arabidopsis TCP proteins and members of other plant species, CYC, tb1,
PCFs, and CIN. The percentage of bootstrap samples in which particular
clades were monophyletic is indicated when it is 70% or more. Black
lines represent the TB1/CYC clade, dark gray lines represent the CIN
clade, and light gray lines represent the PCF clade.
(B) and (C) Genomic and cDNA organization of BRC1 (B) and BRC2 (C).
Black boxes represent exons, dark gray boxes represent 59 and 39
untranslated regions, light gray boxes represent introns, and white boxes
represent conserved domains. Intron sizes were 116, 93, and 337 bp for
introns 1, 2, and 3 of BRC1, respectively, and 95 bp for BRC2. Triangles
indicate sites of T-DNA insertion in the mutants. brc1-5 is located 186 bp
upstream of the ATG. Base pair changes resulting in changes in con-
served residues of the TCP domain of brc1-3 and brc1-4 are indicated.
Residues conserved in class II TCP proteins are represented by black
boxes.
(D) Nuclear localization of BRC1. Top, bright-field image of a transgenic
Arabidopsis root cell expressing ProCaMV35S:GFP:BRC1. Center, UV light
view of the same cell; GFP:BRC1 protein accumulates in the nucleus.
Bottom, merged image of (A) and (B). Plants carrying nonfused GFP do
not accumulate the protein in their nuclei (data not shown).
(E) BRC1 (top) and BRC2 (bottom) mRNA levels in different tissues
analyzed by real-time PCR. Error bars represent SE from three biological
replicates. The sample labeled Leaf basesþstem contains dissected
rosette tissue highly enriched in axillary buds.
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BRC1 and BRC2 Prevent Axillary Bud Outgrowth
To investigate the function of BRC1 and BRC2 in buds, the phe-
notype of plants with reduced function of these genes was
analyzed. RNA interference (RNAi) lines were generated, and
mutant collections were screened for insertions and point mu-
tations affecting transcribed regions of BRC1 andBRC2 (Figures
1B and 1C; see Supplemental Table 2 online). For BRC1, 12
independent RNAi lines, 3 insertional lines, and 2 point mutant
lines were analyzed (Figure 1B). brc1-1, brc1-2, and brc1-5 car-
ried T-DNA insertions (Alonso et al., 2003; Rosso et al., 2003)
located 218 bp downstream of the ATG (predicting a truncated
protein of 72 amino acids), within the R domain (giving a protein
of 208 residues lacking the R domain), and at the 59 untranslated
regions of the gene, respectively. brc1-3 and brc1-4 carried ethyl
methanesulfonate–generated point mutations (Till et al., 2003)
causing amino acid changes in conserved residues of the TCP
domain. For BRC2, eight independent RNAi lines and one inser-
tional line (Alonso et al., 2003) were studied (Figure 1C). brc2-1
predicted a truncated protein of 208 residues lacking the R
domain. The double mutant brc1-2 brc2-1 was also analyzed.
Three weeks after flowering, brc1 mutants had a significantly
higher number of rosette branches (RI and RII) than wild-type
plants (Figures 3A, 3C, and 3D; see Supplemental Table 3 online).
The phenotype of brc2 mutants was weaker but consistently
affected RI and RII (Figures 3C and 3D; see Supplemental Table 3
Figure 2. BRC Gene Expression during Bud Development.
(A) Scanning electron microscopy image of an AM (meristem stage).
(B) Scanning electron microscopy image of a bud of vegetative 1 stage.
(C) Scanning electron microscopy image of a flowering bud (reproductive stage). Leaf primordia (green) and flower buds (red) are highlighted for clarity.
(D) to (I) Sections of Arabidopsis rosettes hybridized with digoxigenin-labeled probes complementary to BRC1 ([D] to [G] and [I]) or BRC2 (H)
transcripts.
(D) Detail of an AM comparable to that shown in (A).
(E) Detail of an AM beginning to initiate leaf primordia.
(F) Bud of vegetative 1 stage similar to that shown in (B).
(G) Reproductive stage bud similar to that shown in (C).
(H) BRC2 mRNA accumulates in the developing vascular tissue of flowering buds.
(I) General view of BRC1 mRNA distribution in a flowering rosette.
(D) to (G) and (I) are longitudinal sections, and (H) is a transverse section. am, axillary meristem; cl, cauline leaf; fm, flower meristem; lp, leaf primordium;
pv, provascular tissue; rl, rosette leaf; st, stem. Bars ¼ 200 mm.
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online). Double mutantsbrc1-2 brc2-1 had a phenotype similar to
that of strong brc1mutants (Figure 3C; see Supplemental Table 3
online). The increase in rosette branches of brc mutants was not
attributable to an increased number of vegetative nodes (see
Supplemental Table 3 online) but to an increased frequency of
bud outgrowth: for instance, in wild-type individuals, <40% of the
RI buds grew out, whereas in brc1 mutants, almost every RI bud
grew. On the other hand, brc1, brc2, and brc1 brc2 plants had a
similar number of primary and secondary cauline leaf branches
(CI and CII) as the wild type (Figures 3A and 3B; see Supple-
mental Table 3 online). These results indicate that BRC genes
prevent rosette branch outgrowth.
BRC1 Delays Early Axillary Bud Development
As BRC1 was expressed at higher levels and had a stronger
mutant phenotype than BRC2, we focused mainly on this gene
for further studies. The phenotype of brc1 mutants was investi-
gated during early bud development. Axillary buds formed at
identical leaf positions (L1 ¼ first-formed leaf; L2 ¼ second-
formed leaf, etc.) were compared in brc1-2 and wild-type plants
just before flowering of the main shoot at 14 d after germination
(Figure 4) and soon before bolting at 25 d after germination
(Figure 5). To visualize AM initiation, these lines were studied in
a ProCLV3:GUS background (Brand et al., 2002) that allows the
identification of shoot and flower meristems by GUS staining
(Figures 4A and 4C). Under long days, AMs are initiated only after
flowering, in a basipetal order (Hempel and Feldman, 1994). Con-
sistently, in wild-type plants, vegetative rosettes did not reveal
any sign of AM initiation (data not shown). By contrast, 14-d-old
vegetative rosettes of brc1-2 ProCLV3:GUS plants had AMs formed
in the axils of cotyledons (c1 and c2) and L2 to L5 (Figures 4B and
4D). This finding indicates that BRC1 prevents AM initiation.
At 25 d after germination, the SAM of wild-type and mutant
plants had undergone flowering. In the wild type, buds nearest to
the apex (i.e., L12 buds) were more advanced in development
than buds farther from the apex (i.e., L1 buds), so that a gradient
of developmental stages was found along the nodes: c1 and c2
never had axillary buds, newly formed meristems or empty axils
were found in leaves L1 and L2, leaves L3 to L9 had buds in the
Figure 3. Shoot Branching Phenotype of brc Mutants.
(A) Arabidopsis branching structure.
(B) Number of primary cauline branches (CI).
(C) Number of primary rosette branches (RI). For (B) and (C), one representative RNAi line for each gene was included. Error bars represent SE (n ¼ 26
to 27).
(D) Shoot phenotype of mature brc1-2, wild-type Columbia, and brc2-1 plants.
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early mid vegetative stage, buds in L10 were mostly in late
vegetative stages, and a few flowering buds were found in leaves
L11 and L12 (Figures 4E, 5A, 5B, and 5D). In brc1-2 mutants, the
gradient of developmental stages was not so obvious: some c1
and c2 had vegetative or flowering buds, most L1 to L6 had buds
in the late vegetative stage, and a large fraction of L7 to L12 had
flowering buds (Figures 4F, 5A, 5C, and 5D). Mutant buds were
not early flowering (they had a wild-type number of vegetative
nodes); therefore, this effect should be attributable to rapid
vegetative development. Moreover, leaves of the axillary buds
grew faster and were larger than wild-type leaves (Figures 5B
and 5C). This effect was more dramatic in plants grown under
short days, in which wild-type and mutant AMs were initiated
before flowering and bud development was prolonged for many
weeks (Figure 5D).
Together, these results indicate thatBRC1 retards all stages of
bud development: first, it prevents vegetative AM initiation under
long days and AM initiation in cotyledons; second, it delays the
progression of bud vegetative development and prevents leaf
bud growth and/or expansion; and third, it suppresses lateral
shoot elongation. brc mutants were not affected in any other
developmental trait, indicating thatBRC genes acted exclusively
in axillary buds or that their function was redundant in other
developmental pathways.
BRC1 Is Strongly Downregulated in max Mutants
The relation of BRC1 to the genetic pathways controlling axillary
bud development was studied. BRC1 (and BRC2) mRNA levels
were analyzed in lines with altered AM initiation (las and rev/ifl1),
Figure 4. AM Initiation in brc1 Mutants.
(A) Flowering ProCLV3:GUS rosette stained to visualize GUS activity. Arrows indicate AMs.
(B) Percentageofbrc1-2CLV3:GUS individualswithGUS-expressingAMs indifferent leafpositionsat15daftergermination (n¼16).All rosetteswerevegetative.
(C) Close-up of an AM expressing GUS.
(D) AM in the axil of a cotyledon of a vegetative brc1-2 plant.
(E) Empty axil of a wild-type cotyledon.
(F) Bud (green) in the axil of a brc1-2 cotyledon. Bars in (E) and (F) ¼ 1 mm.
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bud outgrowth (ycc1, axr1, and max1 to max4), or both (amp1).
Moreover, double mutants were obtained between brc1mutants
and these lines, and their phenotypes were studied. In the
mutants las (Greb et al., 2003) and ifl1 (Talbert et al., 1995;
Otsuga et al., 2001; Zhong and Ye, 2001), both affected in AM
initiation, BRC1 and BRC2 levels were reduced, as would be
expected if fewer buds were formed compared with the wild type
(Figures 6A and 6B). Moreover, las and ifl1 mutations were
epistatic to brc1 (Figures 6C and 6D; see Supplemental Table 4
online), suggesting that LAS and REV/IFL1 are necessary during
AM initiation before BRC1.
The auxin:cytokinin ratio is a strong determinant of the degree
of lateral shoot outgrowth (Sachs and Thimann, 1967; Chatfield
et al., 2000). Auxin promotes bud arrest, and cytokinin promotes
AM development and shoot outgrowth (Sachs and Thimann,
1964; Turnbull et al., 1997). The amp1 mutant, for instance, with
increased cytokinin levels (Helliwell et al., 2001), has more
AMs initiated and more buds that grow out to give a branch
Figure 5. Early Bud Development in brc Mutants.
(A) Developmental stages of buds in the axils of cotyledons (c1 and c2) and rosette leaves (L1 to L12) of 10 wild-type (left) and brc1-2 (right) individuals.
Developmental stages are defined in Methods: empty axil (white), meristem (yellow), leaf primordia (orange), vegetative 1 (light green), vegetative 2
(medium green), vegetative 3 (dark green), and reproductive (red).
(B) Wild-type buds in the axils of the youngest rosette leaves (removed) in vegetative 2 stage.
(C) brc1 buds in the axils of the youngest rosette leaves in vegetative 3 (arrow) and reproductive (asterisk) stages. In (B) and (C), the main shoot is <1 mm
long, and axillary buds are highlighted in green for clarity. Bars ¼ 500 mm.
(D) Top, vegetative rosettes of plants grown for 50 short days viewed from above. From left to right, brc1-2, wild-type Columbia, and brc2-1. Bottom,
the same plants after removing all of the rosette leaves to display the axillary bud leaves.
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than wild-type plants (Figure 6E; see Supplemental Table 4
online). In amp1 mutants, BRC1 levels were reduced slightly
(Figure 6A), which could reflect a negative regulation of BRC1 by
cytokinins or simply an effect of more buds elongating at this
stage compared with the wild type. amp1 brc1 double mutants
had a higher number of RI branches than the parental lines
(Figure 6E), possibly reflecting an additive effect of the extra AMs
formed in the amp1 mutants and the increased outgrowth
caused by brc1.
The auxin-overproducer ycc1 mutants (Zhao et al., 2001) had
most rosette leaf buds arrested (Figure 6F; see Supplemental
Figure 2 and Supplemental Table 4 online), but BRC1 and BRC2
mRNA levels were not altered significantly (Figures 6A and 6B).
However, brc1 mutations mostly suppressed the strong apical
dominance phenotype of ycc1 (Figure 6F; see Supplemental
Figure 2 online). This finding indicates that loss of brc1 function
can to a great extent overcome the bud arrest caused by an
excess of auxin activity. Therefore, although auxin does not
seem to control BRC1 transcriptionally, BRC1 activity is neces-
sary for the auxin-induced control of apical dominance.
MAX genes promote the synthesis and activity of a carotenoid
derivative (Booker et al., 2005) that has been proposed to reduce
auxin transport capacity in the stem, thus preventing auxin
export from the buds and blocking bud outgrowth (Bennett et al.,
2006). The four max mutants have an excess of branch out-
growth (Stirnberg et al., 2002; Sorefan et al., 2003; Booker et al.,
2004). In these mutants, BRC1 was downregulated much more
strongly than in other branching mutants, such as amp1 and axr1
(Figure 6A). In addition, the phenotype of max brc1 double
mutants is similar to those of the single max and brc1 mutant
parents (Figures 6G to 6I; see Supplemental Table 4 online),
indicating that MAX and BRC1 may act in the same pathway and
that the MAX effect on branching could be attributable mostly to
transcriptional control of BRC1.
Finally, an upregulation of BRC2 was observed in brc1 mu-
tants, which may reflect a negative feedback mechanism to
Figure 6. BRC Genes and Genetic Pathways of AM Development.
BRC1 (A) and BRC2 (B) mRNA levels in different mutant backgrounds analyzed by real-time PCR. Error bars represent the SE from three biological
replicate experiments. Differences with respect to the wild type that were found to be significant in a Newman–Keuls test are indicated with asterisks.
The other panels show the number of RI branches of double mutants of brc1 with las4 (C), ifl1 (D), amp1 (E), ycc1 (F), max1 (G), max2 (H), and max4 (I).
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compensate for the loss of BRC1 function (Figure 6B). The
reverse (BRC1 upregulation in brc2 mutants) was not observed.
Together, these results suggest that during AM initiation,BRC1
acts after LAS and IFL1. During bud development, auxin-induced
apical dominance requires the activity of BRC1, and the MAX-
mediated pathway controls BRC1 expression. Cytokinins act in
an antagonistic pathway independent of BRC1.
BRC1 Responds to Signals Controlling Bud Dormancy
The central role of BRC1 in the control of bud outgrowth raised
the possibility that this gene acts as a local switch of axillary bud
growth, integrating the responses to different stimuli that control
bud dormancy. If that is the case, changes in those stimuli should
affect BRC mRNA levels or protein activity. To test this hypoth-
esis, BRC1 and BRC2 transcript levels were analyzed in plants
grown under different environmental and developmental condi-
tions that affected bud arrest.
Planting density is an environmental factor that affects branch
outgrowth in many plant species. Plants grown at low density, for
example, have more branches than plants grown in crowded
conditions as a result of a neighbor-sensing response (Casal
et al., 1986). To test whether this is true in Arabidopsis, wild-type
and brc1 plants were sown at increasingly higher densities (1, 4,
9, and 16 plants per pot of 36 cm2) and RI branches were counted
at maturity (Figure 7A). Wild-type plants responded to increased
planting density with reduced branching such that, at a density of
nine plants per pot, branch suppression was almost complete
(86% reduction in branch number with respect to plants grown at
one plant per pot). By contrast, brc1 mutants were partly insen-
sitive to this condition (28% reduction with respect to plants at
one plant per pot). brc2 mutants behaved like wild-type plants,
and brc1 brc2 double mutants behaved like brc1 mutants (data
not shown). The levels ofBRC1 and BRC2mRNA were then com-
pared in wild-type plants grown at low (one plant per pot) and
high (nine plants per pot) density. At high density, BRC1 mRNA
levels were more than double those at low density, whereas
BRC2 levels were similar in both conditions (Figure 7B). These
results indicate that the environmentally induced bud dormancy
observed in plants grown at high density was partly mediated
through transcriptional regulation of BRC1 but not of BRC2.
Apical dominance is the inhibitory effect caused by an actively
growing primary shoot apex on lateral shoot outgrowth (Cline,
1991, 1997). Decapitation is a classical assay to study bud reacti-
vation after release from apical dominance (Sachs and Thimann,
Figure 7. Response of BRC Genes to Branch-Suppressing or Branch-
Promoting Stimuli.
(A) Number of RI branches of wild-type and brc1-2 plants grown at different
planting densitiesanalyzed at 3weeks after flowering. Density 1 indicatesone
plant/pot of 36 cm2; density 4 indicates four plants/pot; density 9 indicates
nine plants/pot; and density 16 indicates 16 plants/pot. All pots were 6 cm
deep. Flowering time was not affected. Error bars represent SE (n¼ 10 to 42).
(B) BRC1 and BRC2 mRNA levels analyzed by real-time PCR at density 9
related to levels at density 1. Error bars represent the SE from three
biological replicate experiments.
(C) Number of RI branches of wild-type Columbia and brc1-2 plants at
10 d after removal of the main shoot. Error bars represent SE (n ¼ 14).
Values were subjected to Student’s t test. Wild-type differences were
significant (P < 0.0003), whereas brc1-2 differences were not significant
(P < 0.2782).
(D) Ratio of mRNA levels between decapitated and nondecapitated
plants of BRC1, BRC2, and DRM1, as analyzed by real-time PCR. Error
bars represent the SE from four biological replicate experiments.
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1964; Hall and Hillman, 1975; Napoli et al., 1999; Beveridge et al.,
2000; Cline, 2000; Tatematsu et al., 2005). In Arabidopsis, when
the main shoot was removed, one axillary bud elongated pre-
maturely. By contrast, no significant effect of decapitation was
detected in brc1 mutants (Figure 7C). To analyze whether this
response correlated with a downregulation of BRC genes, BRC
mRNA levels were analyzed soon after decapitation, before any
visible sign of bud outgrowth (Figure 7D). BRC1 was downreg-
ulated significantly in decapitated plants at 1 h after decapitation,
reached a minimum at 6 h, and only approached predecapitation
levels at 48 h. Downregulation of DRM1, an early marker for bud
dormancy (Stafstrom et al., 1998; Tatematsu et al., 2005), was
delayed with respect to BRC1 and reached its minimum levels at
24 h after decapitation. BRC2 was downregulated at 1 h after
decapitation but recovered quickly, and at 24 h it was upregu-
lated, possibly as a result of the reduced BRC1 function (see
above). These results suggest that BRC1 downregulation is an
early response to the bud release from apical dominance and is
necessary for bud activation.
Together, these results indicate that BRC1 is transcriptionally
regulated by environmental (planting density) and endogenous
(apical dominance) stimuli controlling bud dormancy and that
this regulation is necessary for the bud response to these signals.
DISCUSSION
We have shown that BRC1 acts inside developing buds to pro-
mote growth arrest. BRC1 upregulation (i.e., at high planting
density) leads to an increase in branch suppression, and BRC1
negative regulation causes bud outgrowth. Moreover, environ-
mental and developmental stimuli can modulate BRC1 tran-
scription, andBRC1 function is necessary for the proper response
to these stimuli. This indicates that BRC1 represents a key point
at which signals controlling branching are integrated within
axillary buds (Figure 8), allowing plants to tailor their degree of
shoot outgrowth to changing conditions. BRC2, a closely related
gene, seems to play a minor role in this process.
BRC1 Promotes Bud Development Arrest
BRC1 is expressed throughout axillary bud development in differ-
ent regions of the bud, where it seems to promote growth arrest.
Downregulation of BRC1 leads to a relief of repression that al-
lows the buds to continue their development and generate a
branch. BRC1 may act (downstream of LAS and IFL1) to antag-
onize meristem organization or activity (i.e., maintenance of the
stem cell niche, cell division, and lateral organ initiation) as the
loss of brc1 function accelerates AM initiation and leads to
ectopic AM formation. This would be consistent with the ob-
served downregulation of BRC1 at the meristem dome before
leaf initiation. BRC1 also controls early stages of bud leaf de-
velopment, a function reminiscent of that of CIN-like genes
closely related to BRC1 (Nath et al., 2003; Palatnik et al., 2003;
Crawford et al., 2004). The late expression of BRC genes in the
provascular tissue underlying mature buds may be necessary to
prevent rosette branch outgrowth. This expression may arrest
vascular tissue development, isolate buds from shoot growth-
promoting signals, or prevent auxin export from the bud. BRC1
downregulation leads to a relief of growth repression and to
lateral shoot outgrowth.
BRC1 Function and Hormone Signaling
Shoot branching is inhibited by hormonal signals that move
through the plant. Auxin, moving down the plant in the main stem,
and a MAX-dependent carotenoid hormone, moving up the
plant, prevent bud outgrowth. Auxin is thought to prevent
branching by reducing cytokinin synthesis and import into the
bud through an AXR1-dependent pathway (Sachs and Thimann,
1967; Li et al., 1995; Chatfield et al., 2000; Leyser, 2003;
Nordstrom et al., 2004; Tanaka et al., 2006). Our results suggest
Figure 8. Scheme of BRC1 Function in the Control of Bud Outgrowth.
Under adverse conditions, branch-suppressing signals are transduced into the bud, resulting in the upregulation of BRC1 and bud arrest (A). In the
absence of these signals, BRC1 is downregulated and shoots grow out (B). IAA, indole-3-acetic acid.
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that BRC1 is independent of this pathway, as high auxin levels
(ycc1 mutations), axr1 mutations, or high cytokinin levels (amp1
mutations) do not affect BRC1 transcription. Still, we cannot rule
out the possibility that this pathway affects BRC1 protein stability.
On the other hand, BRC1 is strongly downregulated in max mu-
tants, suggesting thatBRC1may be downstream of theMAX sig-
naling pathway. It has been proposed that the MAX-dependent
hormone controls shoot branching through a mechanism indepen-
dent ofAXR1-mediated auxin signaling, by limiting auxin transport
in the main stem (Bennett et al., 2006). As this carotenoid-derived
compound acts (is required and sufficient) outside the buds
(Turnbull et al., 2002), its control of BRC1 transcription must be
indirect. The direct transcriptional regulators of BRC1 remain to
be identified.
BRC1 Is an Integrator of Signals Controlling Bud
Growth Arrest
BRC1 (and to a lesser extent BRC2) is, to date, the only gene
described in Arabidopsis that functions locally within the bud to
prevent bud outgrowth and whose downregulation is necessary
to allow branches to develop. The central role of BRC1 in this
process raised the possibility that this gene could integrate
different pathways controlling branching. Our results confirm
that BRC1 is transcriptionally controlled by both endogenous
(apical dominance) and environmental (planting density) stimuli
affecting bud dormancy and that BRC1 function is necessary for
proper bud response to both stimuli. Moreover, in the case of
decapitation, we have shown that those changes occur very fast
(<1 h after decapitation), earlier than changes in markers of bud
dormancy such as DRM1. This indicates that BRC1 is an inte-
grator of signaling pathways controlling bud dormancy.
This mechanism of branching control, in which external and
internal inputs perceived in different regions of the plant are
transduced into the axils of leaves and are translated into local
changes of BRC1 activity, is reminiscent of another key devel-
opmental process, the flowering transition (Ausin et al., 2005).
During the control of flowering, several genetic pathways, me-
diated by signals transported through the plant, converge in the
activation (transcriptional or posttranslational, respectively) of
the integrator genes SOC1 and FT at the shoot apex (Blazquez,
2005; Parcy, 2005), which in turn set off the developmental
program of flower initiation. In the case of branching, the inte-
grating response, the promotion/relief of cell proliferation arrest,
would depend on the activity of BRC1, controlled by the MAX
signaling pathway.
Conservation of tb1/BRC Function among Angiosperms
BRC1 is closely related to the maize gene tb1 in sequence
(Howarth and Donoghue, 2006), expression patterns, and mu-
tant phenotypes. However, similarities between tb1 and BRC1
are not limited to their shared role in preventing branch out-
growth. tb1, like BRC1, is expressed in axillary buds as early as
AM initiation. It is also expressed in developing husk leaves (the
structures homologous with axillary bud leaves), where it sup-
presses husk leaf blade growth (tb1mutants have very long husk
leaves) (Hubbard et al., 2002). This function resembles that of
CIN-like genes that control leaf shape and leaf growth patterns
(Nath et al., 2003; Palatnik et al., 2003; Crawford et al., 2004). This
similarity may reflect the common evolutionary origin of class II
genes and a conservation of regulatory elements and functions.
On the other hand, neither tb1 nor BRC1 affects branch node
number, and neither is transcribed in the main SAM. However,
some differences are also evident. Unlike BRC1, tb1 controls
branch internode elongation and seems to have a role during
maize inflorescence and flower development, functions for which
we have not found equivalents in BRC1.
Conservation among species has already been described for
other genes involved in branching. AM initiation is controlled by
Ls/LAS/MONOCULM1 (Schumacher et al., 1999; Greb et al.,
2003; Li et al., 2003) and Blind/RAX1 (Schmitz et al., 2002; Keller
et al., 2006; Muller et al., 2006) in tomato (Solanum lycopersicum),
Arabidopsis, and rice. Bud outgrowth is controlled by MAX2/
RMS4/D3 (Stirnberg et al., 2002; Ishikawa et al., 2005; Johnson
et al., 2006), MAX3/RMS5/HTD1 (Booker et al., 2004; Beveridge,
2006; Johnson et al., 2006; Zou et al., 2006), and MAX4/RMS1/
DAD1 (Sorefan et al., 2003; Snowden et al., 2005) in Arabidopsis,
pea (Pisum sativum), petunia (Petunia hybrida), and rice. The
newly found functional conservation of tb1/BRC function be-
tween monocots and dicots suggests that the control of axillary
bud development, from long-distance signaling to local re-
sponses during AM initiation, bud development, bud dormancy,
and branch outgrowth, may be controlled by a conserved set of
genetic functions throughout angiosperms that may correspond
to an ancestral developmental pathway evolved before the radia-
tion of flowering plants. Modulation of the process may be diver-
gent in different species, as revealed by the differential regulation
ofMAX-like genes in pea,Arabidopsis, and rice (Beveridge, 2006;
Johnson et al., 2006). It remains to be studied whether this
conservation extends to more distantly related plant groups.
METHODS
Plant Material
Mutant lines of Arabidopsis thaliana, in the Columbia background, were
backcrossed twice to wild-type Columbia (brc1-1, brc1-2, brc1-5, and
brc2-1) or three times (brc1-3 and brc1-4). To confirm the site of T-DNA
insertion, genomic DNA of brc1-1, brc1-2, brc1-5, and brc2-1 was PCR-
amplified with primers AB, CD, EF, and GH, respectively (see Supple-
mental Table 5 online), and the PCR products were sequenced.
Phenotypic Analysis
Arabidopsis seeds were sown on commercial soil and cold-treated (48C)
for 3 d. Then, they were transferred to a growth room at 208C with a 16-h
photoperiod (long days) or an 8-h photoperiod (short days). Branches
(shoots > 0.5 cm) were counted 3 weeks after the time when the main
inflorescence was visible, except for in the decapitation assay, in which
branches were counted at 10 d after decapitation. For the early pheno-
type analysis, ProCLV3:GUS and brc1-2 ProCLV3:GUS plants were grown
for 14 or 25 d. Fourteen days after germination, 10 plants for each geno-
type were GUS-stained according to Sessions et al. (1999). Twenty-five
days after germination, 10 individuals of each genotype were dissected
and the developmental stage of each axillary bud was determined with a
stereoscopic microscope. Stages were defined as empty axil: no visible
meristem; meristem: meristem with no visible leaf primordia, ;100 mm
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(Figure 2A); leaf primordium: incipient first two leaf primordia, bud of
;100 mm; vegetative 1: buds with two or more leaf primordia formed, no
trichomes, 150 to 250 mm (Figure 2B); vegetative 2: mid vegetative stage,
buds with differentiating trichome-bearing leaf primordia, <400 mm
(Figure 5B); vegetative 3: late vegetative stage, buds with expanding
trichome-bearing leaf primordia, >400 mm (Figure 5C); and reproductive:
flower meristems visible within the bud (Figure 2C).
Phylogenetic Analysis and Sequence Alignment
The predicted amino acid sequences of the TCP and R domains were
aligned with ClustalW (Chenna et al., 2003) using the default parameters
(Protein Gap Open Penalty ¼ 10.0, Protein Gap Extension Penalty ¼ 0.2,
Protein Matrix ¼ Gonnet Protein/DNA, ENDGAP ¼ 1, Protein/DNA
GAPDIST¼ 4) and represented with Genedoc (Nicholas et al., 1997). One
thousand bootstrapped data sets were obtained with SEQBOOT, dis-
tance matrices were calculated with PROTDIST (Dayhoff PAM matrix
algorithm), trees were constructed with NEIGHBOR, and a consensus
tree was obtained with CONSENSE. SEQBOOT, PROTDIST, NEIGHBOR,
and CONSENSE are from the PHYLIP package (Felsenstein, 1988).
Branches with support of $70% are indicated.
cDNA Isolation
RNA from dissected flowering rosettes comprising axillary buds but not
rosette leaves was obtained with TRIzol (Invitrogen). cDNAs of BRC1 and
BRC2 were isolated using the BD SMART RACE cDNA amplification kit
(Clontech) according to the manufacturer’s instructions. For 59 rapid
amplification of cDNA ends (RACE), PCR was performed with a primer
anchored to the modified 59 end and the nested gene-specific primers
BRC1-A and BRC1-B for BRC1 and BRC2-A and BRC2-B for BRC2 (see
Supplemental Table 5 online). For 39RACE, the PCR was performed with a
primer anchored to the 39 end and the gene-specific primers BRC1-C and
BRC1-D and BRC2-C and BRC2-D, respectively (see Supplemental Table
5 online). Products from two independent experiments were cloned in
pGEM-T Easy vector (Promega) and sequenced.
Real-Time PCR
Plant tissue was harvested and RNA was isolated with TRIzol (Invitrogen).
Traces of DNA were eliminated with TURBO DNA-free (Ambion). Five
micrograms of RNA was used to make cDNA with the High-Capacity
cDNA Archive Kit (Applied Biosystems). Quantitative PCR was performed
with FastStart TaqMan Probe Master-Rox (Roche) probes of the Universal
ProbeLibrary Set-Arabidopsis (Roche) and the Applied Biosystems 7300
real-time PCR system, according to the manufacturer’s instructions. The
following pairs of primers were used (see Supplemental Table 5 online): for
BRC1, RT-PCR-BRC1-A/RT-PCR-BRC1-B; forBRC2, RT-PCR-BRC2-A/
RT-PCR-BRC2-B; for ACTIN8, RT-PCR-actin-A/RT-PCR-actin-B; for
DRM1 (At1g28330), DRM1-L/DRM1-R. Three biological replicates were
analyzed in each case. CT values were obtained with the 7300 Systems
SDS software version 1.3 (Applied Biosystems). Relative fold expression
changes were calculated by the comparative CT method: fold change is
calculated as 2DDCT. The DCT values were calculated as the difference
between the CT value and the CT value of ACTIN8. DDCT was the dif-
ference between DCT and the CT value of the calibrator. In Figure 1E, the
calibrator is the leaf sample; in Figures 6A and 6B, the calibrator is wild-
type levels; in Figure 7B, density ¼ 1; and in Figure 7D, time ¼ 0.
Planting Density Test
Wild-type Columbia and brc1-2 plants were grown under long days at low
density (one plant per pot) or high density (nine plants per pot). Five
rosettes of each genotype were dissected when bolts were 1 cm long.
RNA was extracted, and real-time PCR was performed as described. The
experiment was repeated three times.
Apical Dominance Test
Wild-type Columbia and brc1-2 plants were grown under long days.
When the main inflorescence began to bolt (<0.5 cm), plants were
labeled. Four days later, in half of them, the main shoot, including the
cauline nodes, was removed. Seven to 10 decapitated and nondecapi-
tated rosettes were collected at T0¼ 0 h, T1¼ 1 h, T2¼ 6 h, T3¼ 24 h, and
T5 ¼ 48 h. RNA was extracted as described, and real-time PCR was
performed. The experiment was repeated four times.
ProCaMV35S:RNAi Constructs
BRC1- and BRC2-specific PCR products (645 and 499 bp, respectively)
were cloned into the binary vector pFGC1008 (http://www.chromdb.org)
using restriction sites AscI/SwaI and BamHI/SpeI for the first and second
cloning, respectively. Primers TCP18S59/TCP18S39 were used for BRC1
and TCP12S59/TCP12S39were used forBRC2 (see Supplemental Table 5
online).
ProCaMV35S:GFP:BRC Constructs
The cDNAs of BRC1 and BRC2, cloned in pGEM, were amplified using
Pwo polymerase (Roche) with primers 18B1/18B2 (see Supplemental
Table 5 online). The PCR fragment was BP cloned into the entry vector
pDONR207 (Gateway, Invitrogen) and then LR cloned into the destination
vector pGWB6 (from Tsuyoshi Nakagawa, Shimane University).
Arabidopsis Transgenic Plants
Transgenic plants (Columbia ecotype) were generated by agroinfiltration
using the floral dip method (Clough and Bent, 1998). T3 homozygous lines
generated from T1 individuals carrying a single insertion of the transgene
were analyzed.
In Situ Hybridization
Digoxigenin labeling of RNA probes, tissue preparation, and hybridization
were performed as described by Calonje et al. (2004). The templates for
BRC1 and BRC2 digoxigenin-labeled probes were 1.2- and 1-kb linear-
ized fragments containing the complete coding regions. The hybridized
sections were visualized with Nomarski optics in a DMR microscope
(Leica).
Scanning Electron Microscopy
Rosettes were dissected and prepared for scanning electron microscopy
analysis as described by Carmona et al. (2002).
Accession Numbers
The GenBank accession numbers for BRC1 cDNA and BRC2 cDNA are
AM408560 and AM408561, respectively. Accession numbers for the
complete Arabidopsis TCP gene family are given in Supplemental Table
1 online.
Supplemental Data
The following materials are available in the online version of this article.
Supplemental Table 1. Arabidopsis Genome Initiative Numbers for
the Complete Arabidopsis TCP Gene Family.
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Supplemental Table 2. Mutant Alleles and RNAi Lines Used in This
Work.
Supplemental Table 3. Shoot Branching Phenotypes of brc Mutants.
Supplemental Table 4. Shoot Branching Phenotypes of Double
Mutants with brc1.
Supplemental Table 5. Oligonucleotides Cited in Methods.
Supplemental Figure 1. Alignment of the TCP Domain for the
Predicted Arabidopsis TCP Proteins.
Supplemental Figure 2. Shoot Branching Phenotypes of ycc1, ycc1
brc1-1, and brc1-1 Mutants.
Supplemental Figure 3. Phenotype of ProCaMV35S:GFP:BRC1 Plants.
ACKNOWLEDGMENTS
We thank E. Coen, O. Leyser, D. Bradley, J.M. Martı´nez-Zapater,
S. Prat, M. Martı´n, and M. Rodrı´guez for helpful comments on the
manuscript; R. Piqueras and M. Peinado for technical assistance;
M. Rodriguez, E. Jime´nez, and C. Manzano for help with the phenotypic
analysis; J.M. Martı´nez-Zapater for support during early stages of this
work; R. Simon, A. Can˜o, Z.H. Ye, K. Theres, O. Leyser, and J.M.
Franco-Zorrilla for seed stocks; and T. Nakagawa for Gateway vectors.
This work was supported by the Ministerio de Ciencia y Tecnologı´a
(Grant BIO2002-00384) and the Ministerio de Educacio´n y Ciencia
(Grant BIO2005-00570). J.A.A.-M. is a predoctoral fellow of the Minis-
terio de Ciencia y Tecnologı´a. C.P.-C. was supported in part by the
Comunidad de Madrid (Grant GR/SAL/0658/2004) and in part by the
Ministerio de Educacio´n y Ciencia (Grant BIO2005-00570).
Received November 15, 2006; revised January 16, 2007; accepted
January 28, 2007; published February 16, 2007.
REFERENCES
Alonso, J.M., et al. (2003). Genome-wide insertional mutagenesis of
Arabidopsis thaliana. Science 301: 653–657.
Ausin, I., Alonso-Blanco, C., and Martinez-Zapater, J.M. (2005).
Environmental regulation of flowering. Int. J. Dev. Biol. 49: 689–705.
Bennett, T., Sieberer, T., Willett, B., Booker, J., Luschnig, C., and
Leyser, O. (2006). The Arabidopsis MAX pathway controls shoot
branching by regulating auxin transport. Curr. Biol. 16: 553–563.
Beveridge, C.A. (2006). Axillary bud outgrowth: Sending a message.
Curr. Opin. Plant Biol. 9: 35–40.
Beveridge, C.A., Symons, G.M., and Turnbull, C.G.N. (2000). Auxin
inhibition of decapitation-induced branching is dependent on graft-
transmissible signals regulated by genes Rms1 and Rms2. Plant
Physiol. 123: 689–698.
Blazquez, M.A. (2005). Plant science. The right time and place for
making flowers. Science 309: 1024–1025.
Booker, J., Auldridge, M., Wills, S., McCarty, D., Klee, H., and
Leyser, O. (2004). MAX3/CCD7 is a carotenoid cleavage dioxygenase
required for the synthesis of a novel plant signaling molecule. Curr.
Biol. 14: 1232–1238.
Booker, J., Sieberer, T., Wright, W., Williamson, L., Willett, B.,
Stirnberg, P., Turnbull, C., Srinivasan, M., Goddard, P., and
Leyser, O. (2005). MAX1 encodes a cytochrome P450 family member
that acts downstream of MAX3/4 to produce a carotenoid-derived
branch-inhibiting hormone. Dev. Cell 8: 443–449.
Brand, U., Grunewald, M., Hobe, M., and Simon, R. (2002). Regulation
of CLV3 expression by two homeobox genes in Arabidopsis. Plant
Physiol. 129: 565–575.
Calonje, M., Cubas, P., Carmona, M.J., and Martı´nez-Zapater, J.M.
(2004). Floral meristem identity genes are expressed during tendril
development in grapevine. Plant Physiol. 135: 1491–1501.
Carmona, M.J., Cubas, P., and Martı´nez-Zapater, J.M. (2002). VFL,
the grapevine FLORICAULA/LEAFY ortholog, is expressed in meri-
stematic regions independently of their fate. Plant Physiol. 130: 68–77.
Casal, J.J., Sa´nchez, R.A., and Deregibus, V.A. (1986). The effect of
plant density on tillering: The involvement of red/far red ratio and the
proportion of radiation intercepted per plant. Environ. Exp. Bot. 26:
365–371.
Chatfield, S.P., Stirnberg, P., Forde, B.G., and Leyser, O. (2000). The
hormonal regulation of axillary bud growth in Arabidopsis. Plant J. 24:
159–169.
Chenna, R., Sugawara, H., Koike, T., Lopez, R., Gibson, T.J.,
Higgins, D.G., and Thompson, J.D. (2003). Multiple sequence align-
ment with the Clustal series of programs. Nucleic Acids Res. 31:
3497–3500.
Cline, M.G. (1991). Apical dominance. Bot. Rev. 57: 318–358.
Cline, M.G. (1997). Concepts and terminology of apical dominance. Am.
J. Bot. 84: 1064–1069.
Cline, M.G. (2000). Execution of the auxin replacement apical dom-
inance experiment in temperate woody species. Am. J. Bot. 87:
182–190.
Clough, S.J., and Bent, A.F. (1998). Floral dip: A simplified method for
Agrobacterium-mediated transformation of Arabidopsis thaliana. Plant
J. 16: 735–743.
Crawford, B.C.W., Nath, U., Carpenter, R., and Coen, E.S. (2004).
CINCINNATA controls both cell differentiation and growth in petal
lobes and leaves of Antirrhinum. Plant Physiol. 135: 244–253.
Cubas, P. (2002). Role of TCP genes in the evolution of key morpho-
logical characters in angiosperms. In Developmental Genetics and
Plant Evolution, Q. Cronk, J. Hawkins, and R.M. Bateman, eds
(London: Taylor and Francis), pp. 247–266.
Cubas, P., Coen, E., and Zapater, J. (2001). Ancient asymmetries in
the evolution of flowers. Curr. Biol. 11: 1050–1052.
Cubas, P., Lauter, N., Doebley, J., and Coen, E. (1999). The TCP
domain: A motif found in proteins regulating plant growth and devel-
opment. Plant J. 18: 215–222.
Doebley, J., Stec, A., and Hubbard, L. (1997). The evolution of apical
dominance in maize. Nature 386: 485–488.
Dun, E.A., Ferguson, B.J., and Beveridge, C.A. (2006). Apical dom-
inance and shoot branching. Divergent opinions or divergent mech-
anisms? Plant Physiol. 142: 812–819.
Felsenstein, J. (1989). PHYLIP—Phylogeny Inference Package (Version
3.2). Cladistics 5: 164–166.
Grbic, V., and Bleecker, A.B. (2000). Axillary meristem development in
Arabidopsis thaliana. Plant J. 21: 215–223.
Greb, T., Clarenz, O., Schafer, E., Muller, D., Herrero, R., Schmitz, G.,
and Theres, K. (2003). Molecular analysis of the LATERAL SUP-
PRESSOR gene in Arabidopsis reveals a conserved control mecha-
nism for axillary meristem formation. Genes Dev. 17: 1175–1187.
Hall, S.M., and Hillman, J.R. (1975). Correlative inhibition of lateral bud
growth in Phaseolus vulgaris L timing of bud growth following decap-
itation. Planta 123: 137–143.
Helliwell, C., Chin-Atkins, A., Wilson, I., Chapple, R., Dennis, E., and
Chaudhury, A. (2001). The Arabidopsis AMP1 gene encodes a
putative glutamate carboxypeptidase. Plant Cell 13: 2115–2126.
Hempel, F.D., and Feldman, L.J. (1994). Bidirectional inflorescence
development in Arabidopsis thaliana—Acropetal initiation of flowers
and basipetal initiation of paraclades. Planta 192: 276–286.
470 The Plant Cell
Horvath, D.P., Anderson, J.V., Chao, W.S., and Foley, M.E. (2003).
Knowing when to grow: Signals regulating bud dormancy. Trends
Plant Sci. 8: 534–540.
Howarth, D.G., and Donoghue, M.J. (2006). Phylogenetic analysis of
the ‘‘ECE’’ (CYC/TB1) clade reveals duplications predating the core
eudicots. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103: 9101–9106.
Hu, W., Zhang, S., Zhao, Z., Sun, C., Zhao, Y., and Luo, D. (2003). The
analysis of the structure and expression of Os TB1 gene in rice.
J. Plant Physiol. Mol. Biol. 29: 507–514.
Hubbard, L., McSteen, P., Doebley, J., and Hake, S. (2002). Expression
patterns and mutant phenotype of teosinte branched1 correlate with
growth suppression in maize and teosinte. Genetics 162: 1927–1935.
Huntley, R.P., and Murray, J.A. (1999). The plant cell cycle. Curr. Opin.
Plant Biol. 2: 440–446.
Ishikawa, S., Maekawa, M., Arite, T., Onishi, K., Takamure, I., and
Kyozuka, J. (2005). Suppression of tiller bud activity in tillering dwarf
mutants of rice. Plant Cell Physiol. 46: 79–86.
Johnson, X., Brcich, T., Dun, E.A., Goussot, M., Haurogne, K.,
Beveridge, C.A., and Rameau, C. (2006). Branching genes are con-
served across species. Genes controlling a novel signal in pea are co-
regulated by other long-distance signals. Plant Physiol. 142: 1014–1026.
Kebrom, T.H., Burson, B.L., and Finlayson, S.A. (2006). Phytochrome
B represses teosinte branched1 expression and induces sorghum
axillary bud outgrowth in response to light signals. Plant Physiol. 140:
1109–1117.
Keller, T., Abbott, J., Moritz, T., and Doerner, P. (2006). Arabidopsis
REGULATOR OF AXILLARY MERISTEMS1 controls a leaf axil stem cell
niche and modulates vegetative development. Plant Cell 18: 598–611.
Kosugi, S., and Ohashi, Y. (1997). PCF1 and PCF2 specifically bind to
cis elements in the rice proliferating cell nuclear antigen gene. Plant
Cell 9: 1607–1619.
Kosugi, S., and Ohashi, Y. (2002). DNA binding and dimerization
specificity and potential targets for the TCP protein family. Plant J. 30:
337–348.
Lang, G.A., Early, J.D., Martin, G.C., and Darnell, R.L. (1987). Endo-,
para- and eco-dormancy: Physiological terminology and classification
for dormancy research. Hortic. Sci. 22: 371–377.
Leyser, O. (2003). Regulation of shoot branching by auxin. Trends Plant
Sci. 8: 541–545.
Li, C.J., Guevara, E., Herrera, J., and Bangerth, F. (1995). Effect of
apex excision and replacement by 1-naphthylacetic acid on cytokinin
concentration and apical dominance in pea plants. Physiol. Plant. 94:
465–469.
Li, X., et al. (2003). Control of tillering in rice. Nature 422: 618–621.
Long, J., and Barton, M.K. (2000). Initiation of axillary and floral
meristems in Arabidopsis. Dev. Biol. 218: 341–353.
Luo, D., Carpenter, R., Copsey, L., Vincent, C., Clark, J., and Coen,
E. (1999). Control of organ asymmetry in flowers of Antirrhinum. Cell
99: 367–376.
Luo, D., Carpenter, R., Vincent, C., Copsey, L., and Coen, E. (1996).
Origin of floral asymmetry in Antirrhinum. Nature 383: 794–799.
Morris, D.A. (1977). Transport of exogenous auxin in two-branched
dwarf pea seedlings (Pisum sativum L.): Some implications for polarity
and apical dominance. Planta 136: 91–96.
Muller, D., Schmitz, G., and Theres, K. (2006). Blind homologous
R2R3 Myb genes control the pattern of lateral meristem initiation in
Arabidopsis. Plant Cell 18: 586–597.
Napoli, C.A., Beveridge, C.A., and Snowden, K.C. (1999). Reevaluat-
ing concepts of apical dominance and the control of axillary bud
outgrowth. Curr. Top. Dev. Biol. 44: 127–169.
Nath, U., Crawford, B., Carpenter, R., and Coen, E. (2003). Genetic
control of surface curvature. Science 299: 1404–1407.
Nicholas, K.B., Nicholas, H.B.J., and Deerfield, D.W. (1997). Gene-
Doc: Analysis and visualization of genetic variation. EMBNEW News
4: 14.
Nordstrom, A., Tarkowski, P., Tarkowska, D., Norbaek, R., Astot, C.,
Dolezal, K., and Sandberg, G. (2004). Auxin regulation of cytokinin
biosynthesis in Arabidopsis thaliana: A factor of potential importance
for auxin-cytokinin-regulated development. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 101: 8039–8044.
Otsuga, D., DeGuzman, B., Prigge, M.J., Drews, G.N., and Clark,
S.E. (2001). REVOLUTA regulates meristem initiation at lateral posi-
tions. Plant J. 25: 223–236.
Palatnik, J., Allen, E., Wu, X., Schommer, C., Schwab, R., Carrington,
J., and Weigel, D. (2003). Control of leaf morphogenesis by micro-
RNAs. Nature 425: 257–263.
Parcy, F. (2005). Flowering: A time for integration. Int. J. Dev. Biol. 49:
585–593.
Peng, M., Cui, Y., Bi, Y.-M., and Rothstein, S.J. (2006). AtMBD9: A
protein with a methyl-CpG-binding domain regulates flowering time
and shoot branching in Arabidopsis. Plant J. 46: 282–296.
Qin, L., Guo, X., Feng, X., Weng, L., Yan, J., Hu, X., and Luo, D.
(2004). Cloning of LjCYC1 gene and nuclear localization of LjCYC1
protein in Lotus japonicus. J. Plant Physiol. Mol. Biol. 30: 523–532.
Ratcliffe, O.J., Riechmann, J.L., and Zhang, J.Z. (2000). INTERFAS-
CICULAR FIBERLESS1 is the same gene as REVOLUTA. Plant Cell
12: 315–317.
Rosso, M.G., Li, Y., Strizhov, N., Reiss, B., Dekker, K., and
Weisshaar, B. (2003). An Arabidopsis thaliana T-DNA mutagenized
population (GABI-Kat) for flanking sequence tag-based reverse ge-
netics. Plant Mol. Biol. 53: 247–259.
Sachs, T., and Thimann, K.V. (1964). Release of lateral buds from
apical dominance. Nature 201: 939–940.
Sachs, T., and Thimann, K.V. (1967). The role of auxins and cytokinins
in the release of buds from dominance. Am. J. Bot. 54: 136–144.
Schmitz, G., and Theres, K. (2005). Shoot and inflorescence branching.
Curr. Opin. Plant Biol. 8: 506–511.
Schmitz, G., Tillmann, E., Carriero, F., Fiore, C., Cellini, F., and
Theres, K. (2002). The tomato Blind gene encodes a MYB transcrip-
tion factor that controls the formation of lateral meristems. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 99: 1064–1069.
Schumacher, K., Schmitt, T., Rossberg, M., Schmitz, G., and Theres, K.
(1999). The Lateral suppressor (Ls) gene of tomato encodes a new mem-
ber of the VHIID protein family. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 290–295.
Sessions, A., Weigel, D., and Yanofsky, M.F. (1999). The Arabidopsis
thaliana MERISTEM LAYER 1 promoter specifies epidermal expres-
sion in meristems and young primordia. Plant J. 20: 259–263.
Shimizu-Sato, S., and Mori, H. (2001). Control of outgrowth and
dormancy in axillary buds. Plant Physiol. 127: 1405–1413.
Snowden, K.C., Simkin, A.J., Janssen, B.J., Templeton, K.R., Loucas,
H.M., Simons, J.L., Karunairetnam, S., Gleave, A.P., Clark, D.G., and
Klee, H.J. (2005). The Decreased apical dominance1/Petunia hybrida
CAROTENOID CLEAVAGE DIOXYGENASE8 gene affects branch
production and plays a role in leaf senescence, root growth, and
flower development. Plant Cell 17: 746–759.
Sorefan, K., Booker, J., Haurogne, K., Goussot, M., Bainbridge, K.,
Foo, E., Chatfield, S., Ward, S., Beveridge, C., Rameau, C., and
Leyser, O. (2003). MAX4 and RMS1 are orthologous dioxygenase-like
genes that regulate shoot branching in Arabidopsis and pea. Genes
Dev. 17: 1469–1474.
Stafstrom, J.P., Ripley, B.D., Devitt, M.L., and Drake, B. (1998).
Dormancy-associated gene expression in pea axillary buds. Cloning
and expression of PsDRM1 and PsDRM2. Planta 205: 547–552.
Stirnberg, P., van De Sande, K., and Leyser, H.M. (2002). MAX1 and
MAX2 control shoot lateral branching in Arabidopsis. Development
129: 1131–1141.
BRC1 Is a Local Switch of Bud Outgrowth 471
Suzuki, T., Sakurai, K., Ueguchi, C., and Mizuno, T. (2001). Two types
of putative nuclear factors that physically interact with histidine-
containing phosphotransfer (Hpt) domains, signaling mediators in His-
to-Asp phosphorelay, in Arabidopsis thaliana. Plant Cell Physiol. 42:
37–45.
Takeda, T., Suwa, Y., Suzuki, M., Kitano, H., Ueguchi-Tanaka, M.,
Ashikari,M.,Matsuoka, M.,andUeguchi, C. (2003). The Os TB1 gene
negatively regulates lateral branching in rice. Plant J. 33: 513–520.
Talbert, P.B., Adler, H.T., Parks, D.W., and Comai, L. (1995). The
REVOLUTA gene is necessary for apical meristem development and
for limiting cell divisions in the leaves and stems of Arabidopsis
thaliana. Development 121: 2723–2735.
Tanaka, M., Takei, K., Kojima, M., Sakakibara, H., and Mori, H.
(2006). Auxin controls local cytokinin biosynthesis in the nodal stem in
apical dominance. Plant J. 45: 1028–1036.
Tatematsu, K., Ward, S., Leyser, O., Kamiya, Y., and Nambara, E.
(2005). Identification of cis-elements that regulate gene expression dur-
ing initiation of axillary bud outgrowth in Arabidopsis. Plant Physiol. 138:
757–766.
Till, B.J., et al. (2003). Large-scale discovery of induced point mutations
with high-throughput TILLING. Genome Res. 13: 524–530.
Turnbull, C., Raymond, M., Dodd, I., and Morris, S. (1997). Rapid
increases in cytokinin concentration in lateral buds of chickpea (Cicer
arietinum L) during release of apical dominance. Planta 202: 271–276.
Turnbull, C.G., Booker, J.P., and Leyser, H.M. (2002). Micrografting
techniques for testing long-distance signalling in Arabidopsis. Plant J.
32: 255–262.
Wang, R., Stec, A., Hey, J., Lukens, L., and Doebley, J. (1999). The
limits of selection during maize domestication. Nature 398: 236–239.
Zhao, Y., Christensen, S.K., Fankhauser, C., Cashman, J.R., Cohen,
J.D., Weigel, D., and Chory, J. (2001). A role for flavin monooxygenase-
like enzymes in auxin biosynthesis. Science 291: 306–309.
Zhong, R., and Ye, Z.H. (2001). Alteration of auxin polar transport in the
Arabidopsis ifl1 mutants. Plant Physiol. 126: 549–563.
Zou, J., Zhang, S., Zhang, W., Li, G., Chen, Z., Zhai, W., Zhao, X., Pan,
X., Xie, Q., and Zhu, L. (2006). The rice HIGH-TILLERING DWARF1
encoding an ortholog of Arabidopsis MAX3 is required for negative
regulation of the outgrowth of axillary buds. Plant J. 48: 687–698.
472 The Plant Cell
